Osmotische Induktion des Komplementfaktors C9 in retinalen Pigmentepithelzellen by Ackmann, Charlotte
  
 
 
Osmotische Induktion des Komplementfaktors C9  
in retinalen Pigmentepithelzellen 
 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades 
Dr. med. 
an der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
 
 
 
  
 
eingereicht von: Charlotte Ackmann, geb. am 12.06.1990 in Burg 
 
angefertigt an:  der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
Klinik und Poliklinik für Augenheilkunde 
 
 
Direktor:  Prof. Dr. med. P. Wiedemann 
Betreuer:  Prof. Dr. rer. nat. habil. A. Bringmann 
   Dr.-Ing. M. Hollborn 
 
 
 
 
 
Beschluss über die Verleihung des Doktorgrades vom 18.04.2017 
 
  INHALTSVERZEICHNIS 
I 
Inhaltsverzeichnis 
Bibliographische Beschreibung ....................................................................... IV 
Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................... V 
1. EINLEITUNG ............................................................................................... 1 
1.1. Das retinale Pigmentepithel (RPE) ............................................................................. 1 
1.2. Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD)......................................................... 2 
1.2.1. Die atrophe AMD .......................................................................................................... 3 
1.2.2. Die exsudative AMD ..................................................................................................... 4 
1.2.3. Die Aktivierung des Komplementsystems bei der exsudativen AMD .......................... 5 
1.3. Risikofaktoren der AMD ............................................................................................ 7 
1.4. Einfluss von Hypertonie auf die AMD ....................................................................... 9 
1.4.1. Hypertonie...................................................................................................................... 9 
1.4.2. Hypertonie als Risikofaktor der AMD ......................................................................... 10 
1.5. Therapie der AMD .................................................................................................... 11 
2. FRAGESTELLUNG .................................................................................. 13 
3. MATERIAL UND METHODEN .............................................................. 14 
3.1. Arbeitsmaterialien ..................................................................................................... 14 
3.1.1. Substanzen ................................................................................................................... 14 
3.1.2. Medien ......................................................................................................................... 15 
3.1.3. Kits ............................................................................................................................... 15 
3.1.4. Primer ........................................................................................................................... 16 
3.1.5. Längenstandards .......................................................................................................... 16 
3.1.6. Antikörper .................................................................................................................... 16 
3.1.7. Rekombinante humane Proteine .................................................................................. 17 
3.1.8. Selektive Hemmer ........................................................................................................ 17 
3.1.9. Geräte ........................................................................................................................... 17 
3.2. Zellbiologische Methoden......................................................................................... 19 
3.2.1. Zellkultivierung............................................................................................................ 19 
3.2.2. Zellstimulation ............................................................................................................. 20 
3.2.3. Bestimmung der Proliferationsrate .............................................................................. 21 
3.2.4. Zellmigration................................................................................................................ 22 
3.3. Molekularbiologische Methoden .............................................................................. 23 
3.3.1. RNA-Präparation ......................................................................................................... 23 
3.3.2. RNA Quantifizierung ................................................................................................... 24 
  INHALTSVERZEICHNIS 
 II 
3.3.3. cDNA-Synthese ........................................................................................................... 24 
3.3.4. Real-Time PCR ............................................................................................................ 24 
3.3.5. Agarose-Gel-Elektrophorese........................................................................................ 26 
3.3.6. Untersuchungen mit short interfering (si) RNA .......................................................... 27 
3.4. Immunologische Methoden....................................................................................... 28 
3.4.1. Western Blot ................................................................................................................ 28 
3.4.1.1. Extraktherstellung aus RPE-Zellen ....................................................................................... 28 
3.4.1.2. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford ................................................................ 29 
3.4.1.3. SDS-Gelektrophorese ........................................................................................................... 30 
3.4.1.4. Western Blot ......................................................................................................................... 32 
3.5. Statistische Auswertung ............................................................................................ 33 
4. ERGEBNISSE ............................................................................................. 34 
4.1. Regulation der Genexpression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen ................ 34 
4.1.1. Hyperosmolarität erzeugt durch NaCl ......................................................................... 34 
4.1.2. Hyperosmolarität erzeugt durch Sucrose ..................................................................... 36 
4.1.3. Wirkung von Hypoosmolarität und oxidativem Stress ................................................ 37 
4.1.4. Wirkung von Hypoxie.................................................................................................. 38 
4.1.5. Gemeinsame Wirkung von CoCl2 und NaCl ............................................................... 38 
4.1.6. Wirkung von Zytokinen ............................................................................................... 39 
4.1.7. Wirkung von Serum- und Gerinnungsfaktoren sowie Glukose ................................... 40 
4.1.8. Wirkung von Entzündungsmediatoren ........................................................................ 40 
4.1.9. Wirkung von Matrixmetalloproteinase und Triamcinolon .......................................... 41 
4.2. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Transkription und die Stabilität der C9 
  mRNA ....................................................................................................................... 42 
4.3. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der Induktion 
der C9 mRNA unter Hyperosmolarität und Hypoxie in RPE-Zellen ....................... 43 
4.3.1. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der NaCl-
induzierten C9 mRNA Expression in RPE-Zellen ....................................................... 43 
4.3.2. Hyperosmolare Induktion der C9 mRNA: Einfluss des Transkriptionsfaktors 
 NFAT5 ......................................................................................................................... 44 
4.3.3. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der Hypoxie-
induzierten C9 mRNA Expression bei RPE-Zellen ..................................................... 46 
4.4. Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch Hyperosmolarität bzw. Hypoxie . 47 
4.5. Wirkung von Hyperosmolarität auf das C9 Protein .................................................. 48 
4.6. Wirkung von Hyperosmolarität auf die physiologischen Eigenschaften der RPE- 
 Zellen ........................................................................................................................ 50 
  INHALTSVERZEICHNIS 
 III 
4.6.1. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellproliferation ............................................ 50 
4.6.2. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellmigration ................................................ 51 
4.6.3. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellvitalität .................................................... 51 
5. DISSKUSION .............................................................................................. 53 
5.1.  Wirkung von Hyper-, Hypoosmolarqität, Hypoxie und oxidativem Stress auf  
  die Genexpression von C9 in humanen RPE-Zellen ................................................. 53 
5.3. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Stabilität der C9 mRNA ............................. 56 
5.4. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der NaCl-  
 bzw. CoCl2-induzierten C9 mRNA Expression in RPE-Zellen ................................ 56 
5.5. Einfluss des Transkriptionsfaktors NFAT5 auf die hyperosmolare C9 Induktion ... 58 
5.6. Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch Hyperosmolarität bzw. Hypoxie . 58 
5.7. Wirkung von Hyperosmolarität auf das C9 Protein .................................................. 59 
5.8. Wirkung des Komplementfaktors C9 und der Hyperosmolarität auf die  
 physiologischen Eigenschaften von RPE-Zellen ...................................................... 60 
5.8.1. Wirkung auf die Zellproliferation ................................................................................ 60 
5.8.2. Wirkung auf die Zellmigration .................................................................................... 60 
5.8.3. Wirkung auf die Zellvitalität ........................................................................................ 61 
5.9. Bedeutung für das Verständnis der Pathogenese der AMD ...................................... 61 
6. ZUSAMMENFASSUNG ............................................................................ 63 
7. LITERATURVERSZEICHNIS ................................................................ 68 
8. TABELLENVERZEICHNIS .................................................................... 85 
9. ABBILDUNGSVERZEICHNIS ................................................................ 86 
10. ANHANG .................................................................................................... 88 
10.1. Eigenständigkeitserklärung ....................................................................................... 88 
10.2. Lebenslauf ................................................................................................................. 89 
10.3. Danksagung ............................................................................................................... 90 
  BIBLIOGRAPHISCHE BESCHREIBUNG 
IV 
Bibliographische Beschreibung 
Ackmann, Charlotte 
Osmotische Induktion des Komplementfaktors C9 in retinalen Pigmentepithelzellen 
Universität Leipzig, Dissertation 
98 Seiten, 208 Literaturangaben, 28 Abbildungen, 8 Tabellen 
 
Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist die häufigste Ursache für Erblindung bei 
Erwachsenen in den industrialisierten Ländern. Die AMD ist unter anderem eine chronisch 
entzündliche Erkrankung, bei der die Aktivierung der alternativen Komplementkaskade eine 
Rolle spielt. Daneben erhöht Bluthochdruck, der auch durch eine salzreiche Ernährung 
getriggert wird, das Risiko an einer AMD zu erkranken. 
Untersucht wurde die Genexpression des Komplementfaktors C9 unter verschiedenen 
pathologischen Bedingungen in humanen retinalen Pigmentepithel (RPE)-Zellen sowie deren 
Wirkung auf die physiologischen Eigenschaften der Zellen. 
Gezeigt wird, dass die Expression des C9 Gens in humanen RPE-Zellen spezifisch 
durch Hyperosmolarität, Hypoxie und oxidativen Stress induziert wird. Die Menge an C9 
Protein wurde durch Hyperosmolarität leicht aber signifikant erhöht. Die hyperosmotische 
Induktion der C9 mRNA ist abhängig von der Aktivierung der Signalproteine p38 MAPK, 
ERK1/2, JNK, PI3K, sowie der Transkriptionsfaktoren STAT3 und NFAT5 während für die 
Hypoxie-induzierte C9 mRNA Expression nur eine Beteiligung des Transkriptionsfaktors 
STAT3 nachgewiesen wurde. Die Aktivierung verschiedener Signalwege durch Hyper-
osmolarität und Hypoxie lässt vermuten, dass eine hohe Kochsalzaufnahme auch unter 
normoxischen Verhältnissen die Eigenschaften RPE-Zellen verändert. 
Hyperosmolarität hemmt die Proliferation und Migration der RPE-Zellen, während 
chemische Hypoxie nur die Proliferationsrate verringert.  
Die Wirkung einer erhöhten extrazellulären NaCl-Konzentration auf die C9 mRNA 
Expression wird über zwei Mechanismen vermittelt: über die Erhöhung der extrazellulären 
Osmolarität und über die Veränderung des NaCl-Gradienten über der Plasmamembran. Die 
NaCl Wirkung über den veränderten NaCl-Gradienten lässt vermuten, dass eine übermäßige 
Aufnahme von Kochsalz nicht nur über die Erhöhung des Blutdruckes die Pathogenese der 
AMD stimuliert, sondern dass Kochsalz auch eine direkte stimulierende Wirkung auf RPE-
Zellen besitzt. Diese Vermutung könnte erklären, weshalb hoher Blutdruck ein Risikofaktor der 
AMD ist, aber Medikamente zur Behandlung des Bluthochdruckes das Risiko der AMD nicht 
verändert. 
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1. EINLEITUNG 
 
1.1. Das retinale Pigmentepithel (RPE) 
 
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist eine einlagige Schicht aus postmitotischen, hexagonalen 
Zellen, die einen sehr hohen Metabolismus besitzen (Hogan et al., 1971). Es bildet die äußerste 
Schicht der Netzhaut (Bok, 1993) und befindet sich zwischen der Bruch-Membran und dem 
Subretinalraum (Mamorstein, 2001). Die mehrschichtige Bruch-Membran, bestehend aus 
kollagenen und elastischen Fasern, vermittelt den Nährstoff- und Sauerstoff-transport zwischen 
dem RPE und der Choriokapillaris, deren fenestrierte Gefäße an die Bruch-Membran grenzen. 
In dem mit Flüssigkeit gefüllten Subretinalraum ragen die Photorezeptoraußensegmente hinein. 
Die RPE-Zellen sind durch tight-junctions miteinander verbunden und bilden eine 
Diffusionsbarriere zwischen der Retina und den Blutgefäßen (Zinn und Mamor, 1979). Das 
RPE besitzt zahlreiche Funktionen (Abb. 1), die die Aktivität und Ernährung der 
Photorezeptoren sicherstellen (Strauss, 2009). Die Regeneration des 11-cis-Retinals (Baehr et 
al., 2003), der Stofftransport zwischen den Photorezeptoren und der Choriokapillaris, die 
Aufrechterhaltung der Ionenhomöostase im Subretinalraum und die Phagozytose von 
Photorezeptoraußensegmenten gehören zu den wichtigsten Aufgaben (De Jong, 2006). 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der verschiedenen Funktionen des RPE 
Absorption des Lichtes, transepithelialer Stofftransport, Ionenhömostase, Regeneration des Sehpigmentes, 
Phagozytose von Rezeptormembranaußensegmenten und Sekretion von Wachstumsfaktoren wie VEGF und 
PEDF. MV: Mikrovilli. OS: Außensegment. PEDF: pigment epithlium-derived factor. VEGF: vaskulärer 
endothelialer Wachstumsfaktor (Strauss, 2009). 
 
Eine Störung der Phagozytose abgeschnürter Photorezeptoraußensegmente führt zu 
Ablagerungen von Zelltrümmern im Subretinalraum, wodurch die Apoptose von Photo-
rezeptoren aufgrund einer Mangelversorgung begünstigt wird (Tso et al., 1994). 
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Die Absorption des überschüssigen Lichts mit unterschiedlichen Wellenlängen erfolgt 
durch Pigmente wie dem Melanin Granula (Beatty et al., 2001). Diese Lichtabsorption der RPE-
Zellen schützt die Retina vor photooxidativem Stress und verstärkt zusätzlich die Sehschärfe. 
Sauerstoffradikale bewirken eine Peroxidation von Lipiden in den Photorezeptoren aufgrund 
des hohen Verbrauches von Sauerstoff (Kopitz et al., 2004). Enzymatische Antioxidantien, die 
ebenfalls im RPE enthalten sind, können lichtgeschädigte Zellfragmente reparieren (Boulton et 
al., 2001). Neben extrazellulärem Material produzieren RPE-Zellen trophische Faktoren, wie 
z.B. den vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor VEGF (Campochiaro et al. 1986, 1994; 
Adamis et al., 1993; Lopez et al., 1996; Witmer et al., 2003). Sie sind essentiell für das 
Überleben von Photorezeptoren und choroidalen vaskulären Endothelzellen (Hellstrom et al., 
2001; Strauss, 2005). 
 
1.2. Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) 
 
Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist die häufigste Ursache für Erblindung bei 
Erwachsenen über 55 Jahren in Industrieländern (Van Leeuwen et al., 2003; Congdon, 2004; 
Pascolini, 2004; Klein et al., 2007). Derzeit leiden ca. 2/3 der Bevölkerung der über 80-jährigen 
an der AMD (Friedman et al., 2000; De Jong, 2006) und nach Schätzungen der AMD Alliance 
sind weltweit ca. 25-30 Mio. Menschen betroffen. Einen exponentiellen Anstieg von Inzidenz 
und Prävalenz ab dem 50. Lebensjahr bestätigten bereits mehrere Studien (Klein et al., 1992, 
2002; Vingerling et al., 1995; Klaver et al., 2001). Die Prävalenz der Krankheit steigt mit 
zunehmendem Alter von ca. 1 % der 65-75-jährigen bis zu 13 % bei Personen über 85 Jahre. 
Die exakte Ätiologie der AMD ist trotz vieler Untersuchungen noch ungeklärt. Bekannt 
ist, dass die Krankheit multifaktoriell und komplex ist, und dabei zahlreiche genetische, 
metabolische und Umweltfaktoren zusammenspielen (Zarbin, 2004; Coleman et al., 2008; Ding 
et al., 2009). Zu den Faktoren, die das Risiko für eine AMD erhöhen, zählen z.B. ein erhöhter 
Body Mass Index (BMI), Rauchen, Hyperlipidämie (Klein et al., 2010) und Bluthochdruck 
(The Eye Disease Case-Control Study Group, 1992; Hyman et al., 2000; Klein et al., 2003). 
Im Frühstadium der AMD, das meist asymptomatisch ist oder nur mit einem milden 
Sehverlust einhergehen (Hogg et al., 2006), können oft Drusen und eine Hyperpigmentierung 
ohne sichtbare choroidale Blutgefäße festgestellt werden (Klein et al., 2009). Bilaterale Drusen 
äußern sich hierbei häufig als erste Veränderungen der Makula (Klein et al., 1992). Diese 
Drusen sind extrazelluläre Einlagerungen innerhalb der Bruch-Membran und unterhalb des 
RPE und lassen sich in weiche und harte Drusen kategorisieren (Bird et al., 1995). Mit 
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fortschreitender Erkrankung kommt es neben starker Abnahme der Sehkraft zu 
verschwommenem Sehen, visuellen Skotomen, reduziertem Kontrastsehen und abnormaler 
Dunkeladaptation. Im Spätstadium der AMD leidet die Mehrheit der Patienten unter der 
atrophen Form. Die restlichen 10 % erkranken an der exsudativen AMD (Bird et al., 1995; 
Sunness et al., 1997). 
 
1.2.1. Die atrophe AMD 
 
Bei der atrophen bzw. trockenen AMD, welche kontinuierlich zu einem Sehverlust mit 
zentralen Skotomen führt (Sunness et al., 1997), kommt es zu einer geographischen Atrophie 
des RPE und in deren Folge zu einer Retinadegeneration. Charakteristische Erscheinungen sind 
Pigmentveränderungen des Augenhintergrundes sowie die Ausbildung von Drusen. Diese 
reichen teilweise bis in das Zentrum der Makula (Klein et al., 1992). 
Aufgrund der Lichtexposition, dem hohen Sauerstoffverbrauch und dem hohen 
Fettsäuregehalt enthalten die Photorezeptoren viele peroxidierte Lipide und Proteinaddukte 
(Kopitz et al., 2004; Hollyfield et al., 2008). Diese peroxidierten Lipide verändern die 
Photorezeptorproteine und behindern dadurch die Phagozytose von sich erneuernden 
Außensegmenten der Photorezeptoren (Anderson et al., 2002; Krohne et al., 2010). Die gestörte 
Phagozytose der RPE-Zellen verursacht eine Akkumulation von Lipofuszin in und 
lipoproteinhaltigen Drusen unter den RPE-Zellen. Diese Drusen stören als hydrophobe 
Barrieren den Transport von Sauerstoff und Nährstoffen zur Neuroretina und ihren 
Photorezeptoren (Schlingemann, 2004). In den Spätstadien der atrophen AMD verstärkt sich 
die geographische Atrophie und bewirkt die Progression der Degeneration der neuralen 
Netzhaut. 
Bekannt ist, dass die Entstehung von Drusen in der Makula ein Teil des normalen 
Alterungsprozesses ist und bei ca. 80 % der Erwachsenen über 60 Jahre auftritt (Coffey et al., 
1986; Kliffen et al., 1995; Peto et al., 1997; Powell, 1998). Eine altersabhängige Verkleinerung 
der Anzahl und Dichte der RPE-Zellen aufgrund des gesteigerten Zelltods führt zu einer 
horizontalen Vergrößerung der Zellen. Die abgestorbenen Zellfragmente begünstigen die 
Ausbildung von Drusen, die ihrerseits das RPE schädigen (Burns und Feeney-Burns, 1980; 
Feeney-Burns et al., 1980; Ishibashi et al., 1986; Marneros et al., 2007). 
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1.2.2. Die exsudative AMD 
 
Das Auftreten der exsudativen (feuchten) AMD ist wesentlich geringer, dafür umso 
gravierender und sie entwickelt sich aus dem atrophen Stadium. Ca. 80 % der Patienten mit 
einem schweren Sehverlust oder Erblindung leiden unter der exsudativen AMD (Ferris et al., 
1984). Im Gegensatz zur atrophen AMD äußert sich die exsudative Form meist durch einen 
schweren Sehverlust innerhalb weniger Tage bzw. Wochen als Folge einer subretinalen 
Blutung oder Exsudatansammlung (Sunness et al., 1997). 
Das Risiko dieser Progression wird durch die Ablagerung weicher Drusen zwischen 
dem RPE und der Bruch-Membran verstärkt (Young, 1987). Kennzeichnend sind eine 
extraretinale Hypoxie, eine choroidale Neovaskularisation (CNV), eine subretinale 
Ödembildung und Veränderungen der Bruch-Membran (Roth et al., 2004). Aufgrund der 
Störung des lebenswichtigen Stofftransportes zwischen dem RPE und der Neuroretina kommt 
es zu einer Hypoxie der Photorezeptoren, wodurch reaktiv angiogene Zytokine, wie VEGF, 
ausgeschüttet werden, um das Wachstum von Blutgefäßen zu stimulieren und damit die 
Sauerstoffunterversorgung zu kompensieren (D'Amore, 1994; Baffi et al., 2000; Spilsbury et 
al., 2000; Schwesinger et al., 2001). Die neugebildeten Blutgefäße wachsen durch das 
geschädigte RPE in den Subretinalraum und unterbinden die Blut-Retina-Schranke. Die CNV 
führt zu subretinalen Blutungen und der Exsudation von Serum und Lipiden (Hageman et al., 
2001, 2005; Grossniklaus et al., 2004; Donoso et al., 2006 – Abb. 2). Neben der Entstehung 
eines subretinalen Ödems kann es zur Ablösung des RPE von der Bruch-Membran kommen, 
die zu einer Verschlimmerung des Sehverlustes führt (Campochiaro, 2000; Miller, 2010). 
 
 
Abb. 2: Entwicklung einer AMD 
(1) Gesunde Retina, (2) Atrophe AMD: Ansammlung von Drusen, Atrophie des RPE, (3) Übergang zur 
exsudativen Form der AMD: Beginnende choroidale Gefäßneubildung, (4) Exsudative AMD: Gefäßneubildung, 
Blutungen und Bildung von Ödemen. Quelle: www.ratgeber-makula.de 
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Der genaue pathogene Mechanismus der CNV, ausgehend von den Drusen, ist noch 
weitgehend ungeklärt. Jedoch spielen inflammatorische Faktoren, wie die des Komplement-
systems, eine entscheidende Rolle, da die nicht phagozytierten Rezeptoraußensegmente eine 
chronisch lokale Inflammation auslösen (Hageman et al., 2001; Anderson et al., 2002; 
Schlingemann, 2004; Hollyfield et al., 2008). 
 
1.2.3. Die Aktivierung des Komplementsystems bei der exsudativen AMD 
 
Neben den bekannten Risikofaktoren, wie hohes Alter, Rauchen und Übergewicht, die dem 
Körper oxidativen Stress zuführen, beeinflussen Entzündungsreaktionen die Entwicklung der 
späten AMD (Buschini et al., 2011). Eine Schlüsselfunktion der Pathogenese ist die lokale 
Aktivierung des alternativen Komplementsystems, da die AMD zu den chronischen 
Entzündungserkrankungen zählt (Johnson et al., 2001; Hageman et al., 2001; Anderson et al., 
2002). Bei AMD Patienten konnten in den Drusen und in okulären Geweben Komplement-
proteine und deren Aktivierungsprodukte wie C3a, C5a und der Membranangriffskomplex 
C5b-9 nachgewiesen werden (Johnson et al., 2001; Anderson et al., 2002; Seth et al., 2008). 
Im Gegensatz zu den 2 anderen Aktivierungswegen erfolgt beim alternativen 
Komplementweg eine dauerhafte Aktivierung unabhängig von Antikörpern. Gestartet wird der 
alternative Weg durch eine spontane Hydrolyse des Komplementfaktors C3 zu C3 (H2O). Die 
damit verbundene Konformationsänderung begünstigt die Bindung von Komplementfaktor B 
(CFB) an C3. In diesem Komplex wird durch die Wirkung von Faktor D, einer Serin Protease, 
die alternative C3-Konvertase, C3bBb, gebildet (Abrera-Abeleda et al., 2007). Diese 
Konvertase spaltet zusätzlich C3 in C3a und C3b, was zu einer erneuten Aktivierung der 
Komplementkaskade führt (Abb. 3). Die drei verschiedenen Aktivierungswege des 
Komplementsystems enden alle mit der Bildung des zytolytischen Membranangriffkomplexes 
(MAC), bestehend aus den Faktoren C5b, C6, C7, C8 und C9. Der MAC führt zur Porenbildung 
der Lipiddoppelschicht und leitet somit die Zelllyse ein (Abb. 3). 
Studien konnten erhöhte Plasmakonzentrationen von Komplementfaktoren bei AMD-
Patienten nachweisen (Scholl et al., 2008). Ursächlich dafür ist die Ansammlung von Proteinen 
der Komplementfaktoren und ihren Aktivierungsprodukten. Die Komponenten C3a und C5a 
sowie der Membranangriffskomplex C5b-9 wurden in den Drusen und auch im okularen 
Gewebe nachgewiesen (Mullins et al., 2000; Johnson et al., 2001; Anderson et al., 2002; Crabb 
et al., 2002; Nozaki et al., 2006; Seth et al., 2008). 
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Abb. 3: Vereinfachte schematische Übersicht über 3 Aktivierungsmechanismen des Komplementsystems zur 
Abwehr von Pathogenen (klassischer, Lektin- und alternativer Weg) 
Die Aktivierung des klassischen Weges erfolgt hauptsächlich über Antigen-Antikörper-Komplexe auf den 
Oberflächen körperfremder Zellen. Der Lektinweg wird über Mannose-bindendes Lektin (MBL) an der Oberfläche 
körperfremder Zellen (Bakterien, Viren) ausgelöst. Der alternative Weg wird über die Bindung spontan aktivierter 
Komplement-Faktoren an Pathogene aktiviert. Alle 3 Wege führen zur Entstehung der C3-Konvertasen und 
danach zur Bildung der C5-Konvertase an der Oberfläche der Pathogene und schließlich zur Ausbildung des 
Membranangriffskomplexes, durch den die Lyse der Zielzellen erfolgt. (Riedl und Licht, 2011) 
 
Genpolymorphe Veränderungen der Komplementfaktoren beeinflussen zusätzlich das 
Entstehungsrisiko der AMD. Durch eine Vielzahl von Studien wurde das Auftreten mehrerer 
Genvarianten bei Komplementfaktoren ermittelt. Betroffen sind der CFB als Aktivator und der 
Komplementfaktor H (CFH) als Inhibitor der alternativen Komplementkaskade. Poly-
morphismen wurden auch für die Komplementfaktoren C2 und C3, die Aktivatoren der 
alternativen und klassischen Komplementkaskade sind, beschrieben (Edwards et al., 2005; 
Haines et al., 2005; Klein et al., 2005; Hageman et al., 2005; Baird et al., 2006; Gold et al., 
2006; Yates et al., 2007; Spencer et al., 2007, 2008; Park et al., 2009; Seddon et al., 2009; 
Francis et al., 2009; Richardson et al., 2009; Zipfel et al., 2010). 
Die oxidierten Photorezeptorlipoproteine und Komponenten des Lipofuszins des RPEs 
führen zu einer Verringerung des CFH und gleichzeitig zur Aktivierung des Komplement-
systems in den RPE-Zellen (Chen et al., 2007; Zhou et al., 2009; Sparrow, 2010). Darüber 
hinaus besitzt der Risikofaktor Rauchen eine hemmende Wirkung auf die Aktivierung von CFH 
und verringert die CFH-Plasmakonzentration (Esparza-Gordillo et al., 2004; Seddon et al., 
2006). 
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Der letzte Schritt der Komplementaktivierung ist die Bildung des Membran-
angriffskomplexes C5b-9. C5b-9 lysiert die Zellen und führt somit zu einer Ausschüttung von 
angiogenen Wachstumsfaktoren wie dem Plättchen Wachstumsfaktor (PDGF), dem basischen 
Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) aus Endothelzellen (Benzaquen et al., 1994) und VEGF 
aus RPE-Zellen (Kunchithapautham und Rohrer, 2011). Mehrere Studien konnten die 
Anwesenheit dieses Komplexes in den RPE-Zellen, den choroidalen Blutgefäßen und den 
Drusen bei AMD-Patienten nachweisen (Johnson et al., 2000). Die Risikovariante von CFH 
(Tyr402His) senkt die Bindung von CFH an das C-reaktive Protein (CRP), die Bruch-Membran 
und an das RPE. Dementsprechend ist ein Angriff von C5b-9 durch einen reduzierten Schutz 
der RPE-Zellen einfacher (Skerka et al., 2007; Clark et al., 2010). Die Stimulation einer CNV 
durch C3a und C5a konnte im Tiermodell bestätigt werden (Nozaki et al., 2006). 
 
1.3. Risikofaktoren der AMD 
 
Zahlreiche Risikofaktoren für die Entstehung und Progression der AMD haben sich etabliert. 
Dazu zählen ein hohes Lebensalter, bestimmte genetischen Faktoren und die exogenen 
Faktoren, wie schlechte Ernährung, Grad der Sonnenlichtexposition und Rauchen (Klein et al., 
2010). 
Mit zunehmendem Lebensalter kommt es zu einer deutlichen Verdickung der Bruch-
Membran mit dem Ergebnis der Störung des essentiellen Stofftransportes zwischen RPE und 
Choriokapillaris (Abb. 4). Diese Verdickung findet verstärkt im Bereich der Makula statt. 
Ebenfalls ist die Choriokapillaris von Alterserscheinungen betroffen. Die Anzahl der 
Kapillaren nimmt im Laufe des Lebens ab und der Gefäßdurchmesser verringert sich (Abb. 4). 
Folglich kann es zur Akkumulation von abgestorbenen Zellresten und zur Neovaskularisation, 
ausgehend von der Choriokapillaris, kommen. 
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Altersbedingte Prozesse, bei denen es zu 
einer Verdickung der Bruch-Membran, 
Verkleinerung der Gefäßanzahl in der 
Choriokapillaris, Ansammlung von 
Lipofuszin-Granula in den Zellen, 
Abschnürung von Außensegmenten der 
Photorezeptoren sowie Anhäufung von 
Makrophagen kommt (De Jong et al., 
2006). 
 
 
 
 
Die schädigende Wirkung des Risikofaktors Rauchen auf die Retina konnte bereits in 
mehreren Studien nachgewiesen werden (Smith et al., 2001; Tomany et al., 2004; Evans et al., 
2005; Schmidt et al., 2006; Chakravarthy et al., 2007; Francis et al., 2007). Diese Studien zur 
Genetik und Epidemiologie zeigten einen klaren Zusammenhang zwischen dem Rauchen von 
Zigaretten und der Entwicklung der AMD (Thornton et al., 2005; Khan et al., 2006). Die 
Untersuchungen der Age-related Study Group, der Age-Related Eye Disease Study (AREDS)  
und der Beaver Dam Offspring Study (BOSS) festigten nicht nur die Aussagen früherer 
Studien, sondern konnten ein erhöhtes Risiko von Rauchern im Gegensatz zu Nichtrauchern 
und denjenigen, die vor 20 Jahren aufgehört haben, feststellen. Das in Zigaretten enthaltene 
Nikotin und Cotinin aktiviert die retinale Phospholipase A2 und löst dadurch eine 
inflammatorische Reaktion aus, die zu einer Verringerung der Konzentration des 
Makulapigments um ca. 50 % führt (Hammond et al., 1996; Sastry et al., 1998; Thornton et al., 
2005). Ein besonderes Ziel der toxischen Inhaltsstoffe der Zigaretten ist die Retina mit ihren 
Photorezeptoren. 
Das stark diskutierte (HDL)-Cholesterol zeigte in einigen Studien bei erhöhten 
Serumkonzentrationen einen protektiven Effekt bezüglich der AMD-Entstehung (Hyman et al., 
2000; Tomany et al., 2004). Im Gegensatz zum HDL (high-density lipoprotein) weist der 
Anstieg des Gesamtcholesterolgehaltes im Serum und in der Nahrung eine direkte Assoziation 
zur AMD auf.  
Eine Ursache dafür könnte die Akkumulation von Cholesterol und Triglyzeriden nach 
fettreicher Nahrungsaufnahme in der Bruch-Membran sein, die die Entstehung von Drusen 
begünstigt (Cousins et al., 2002; Seddon et al., 2003; Klein et al., 2010). 
Abb. 4: Vergleichende Darstellung einer 
RPE-Zelle eines 3-jährigen Kindes 
(links) und einer RPE-Zelle eines 80-
jährigen Erwachsenen (rechts) 
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Des Weiteren ist der Grad der Lichtexposition ein potenzieller Risikofaktor. Da die 
individuelle Lichtexposition eines Menschen schwer messbar ist, gibt es nur wenige Studien, 
die eine evidenzbasierende Assoziation zwischen dem Grad der Lichtexposition und der AMD 
(Taylor et al., 1990; Mitchell et al., 1993) nachweisen konnten. Vermutet wird, dass vor allem 
kurzwelliges Licht mit hoher Intensität photochemische Schäden in der Retina verursacht. Licht 
begünstigt die Entstehung von Sauerstoffradikalen, die die Lipide der Photorezeptoren 
peroxidieren und zur Schädigung der Retina führen (Young, 1988; Klein et al., 1993; 
Cruickshanks et al., 2001; Tomany et al., 2004). 
Genetische Polymorphismen erwiesen sich, wie bereits beschrieben, als bedeutende 
Risikofaktoren der AMD (Haddad et al., 2006; Scholl et al., 2007). Die fortgeschrittenen 
Stadien der AMD sind zu ca. 23 % auf genetische Veränderungen zurückzuführen. Ein erhöhtes 
Risiko haben Träger des Apolipoprotein Ee3 (APOEe3) Allels. Im Gegensatz dazu zeigte sich 
bei den Trägern des Apolipoprotein Ee4 (APOEe4) Allels ein protektiver Effekt (Klaver et al., 
1998; Souied et al., 1998; Seddon et al., 2005). Der Polymorphismus des CFH-Genes erhöht 
das Risiko der AMD-Entstehung signifikant (Haines et al., 2005; Klein et al., 2005; Edwards 
et al., 2005; Hageman et al., 2005; Despriet et al., 2006; Schmidt et al., 2006). Die CFH-
Variante Tyr402His, die auf dem Chromosom 1 lokalisiert ist, wird in der Makula synthetisiert 
und ist in den Drusen enthalten (Hageman et al., 2005). Unabhängig vom Tyr402-His hat der 
Genpolymorphismus Ala69Ser, auch unter den Namen ARMS2 und LOC387725 bekannt, 
Auswirkungen auf die Entwicklung der AMD (Jakobsdottir et al., 2005; Rivera et al., 2005; 
Schmidt et al., 2006). Dieses Gen, das sich auf dem Chromosom 10 befindet, kodiert für ein 
Protein in den Mitochondrien, deren Expression in der Retina erfolgt (Kanda et al., 2007). 
Zusätzliche Veränderungen von Genen der Komplementfaktoren B, C2 und C3 steigern das 
Risiko für eine AMD (Gold et al., 2006; Yates et al., 2007). 
Hoher Blutdruck ist ein Risikofaktor für neovaskuläre Netzhauterkrankungen, wie der 
diabetischen Retinopathie und der exsudativen AMD. Es hat sich gezeigt, dass 
blutdrucksenkende Medikamente zwar das Risiko der diabetischen Retinopathie reduzieren, 
aber das Risiko der AMD nicht beeinflussen (Hyman et al., 2000; Van Leeuwen et al., 2004). 
 
1.4. Einfluss von Hypertonie auf die AMD 
1.4.1. Hypertonie 
 
Systemische Hypertonie gehört zu den wichtigsten Todesursachen, und es sind weltweit 
mehrere Millionen Menschen betroffen. Die Lebensprävalenz der Hypertonie unter 
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Erwachsenen über 50 Jahren beträgt ca. 90 % (Vasan et al., 2002). Als Ursache wird ein 
vergrößertes Blutvolumen in Betracht gezogen, welches auf einen erhöhten osmotischen Druck 
im Plasma zurückzuführen ist. Dies bewirkt die Steigerung des Herzzeitvolumens und des 
peripheren Gefäßwiderstandes (Lifton et al., 2001; Charra, 2007). Zusätzlich begünstigen 
altersbedingte Veränderungen, wie eine verringerte Nierenfunktion, Erhöhung der 
Salzsensitivität (Blutdruck reagiert empfindlicher auf Kochsalzaufnahme) und die Abnahme 
der Gefäßelastizität, den Anstieg des Blutdruckes (Anderson et al., 2008). Die 
arteriosklerotische Degeneration der Gefäße, die durch Risikofaktoren, wie Rauchen und 
fettreiche Ernährung, beeinflusst wird, verstärkt den peripheren Gefäßwiderstand und das 
Risiko einer systemischen Hypertonie. 
Der osmotische Druck ist abhängig vom Glucose-, Fett- und Ionen-gehalt im Plasma. 
Besonders entscheidend für die Plasmaosmolarität scheint der Gehalt an Salz in Form von 
Natriumchlorid (NaCl) zu sein, der durch das bestehende Gleichgewicht von Salzeinfuhr und -
ausfuhr reguliert wird. Die verstärkte Aufnahme von salzhaltigen Produkten aber auch eine 
altersbedingte Einschränkung der Nierenfunktion, das mit zunehmendem Alter verminderter 
Durstgefühl oder kognitive Beeinträchtigungen, in deren Folge zu wenig Wasser aufgenommen 
wird, führen zum Anstieg der Plasmaosmolarität und folglich zu einer gesteigerten osmotischen 
Diffusion von Wasser aus den Zellen in das Blut (He et al., 2005).  
Dieser osmotische Effekt senkt den Salzgehalt im Plasma und somit dessen Osmolarität. 
Außerdem wird durch ein erhöhtes Durstgefühl mehr getrunken. Schlussendlich steigt durch 
beide Mechanismen das Plasmavolumen und folglich der Blutdruck (Woolfson and de 
Wardener, 1996). Studien zeigten eine direkte Assoziation zwischen dem Salzkonsum, dem 
Salzgehalt im Plasma und dem systolischen Blutdruck (Bulpitt et al., 1981; Appel et al., 2006; 
Alderman, 2007). 
 
1.4.2. Hypertonie als Risikofaktor der AMD 
 
Hypertonie zählt aufgrund der Beeinflussung des choroidalen Blutflusses zu den Risikofaktoren 
der AMD. Strukturelle und auch funktionelle Veränderungen der Choriokapillaris mit ihrem 
feinvernetzten Gefäßsystem sind natürliche Alterserscheinungen, können jedoch auch im 
Rahmen einer AMD entstehen. In Folge der Atrophie der Choriokapillaris entwickelt sich ein 
vermindertes Blutflussvolumen bei gesteigerter Fließgeschwindigkeit (Korenzweig, 1977; 
McLeod and Lutty, 1994; Ramrattan et al., 1994; Spraul et al., 1996; Grunwald et al., 1998b; 
Dallinger et al., 1998; Pauleikhoff et al., 1990; Uretmen et al., 2003; Ehrlich et al., 2009). Der 
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verringerte Blutfluss in der Choriokapillaris kann zu Ischämie mit zusätzlichen AMD-
charakteristischen Merkmalen, wie RPE-Hyperpigmentierung und CNV, führen (Grunwald et 
al., 1998a, 2005; Ciulla et al., 2002; Metelitsina et al., 2006, 2008; Berenberg et al., 2012; 
Coleman et al., 2013). Des Weiteren vermutet man einen Zusammenhang zwischen der 
verringerten parasympathisch regulierten choroidalen Perfusion und dem herabgesetzten 
choroidalen Blutfluss (Fitzgerald et al., 2005). Eine unzureichende choroidale Perfusion könnte 
letztlich eine Hypoxie der RPE-Zellen begünstigen (McLeod et al., 2009; Coleman et al., 2013). 
Bei AMD-Patienten ist die Dicke der Choriokapillaris geringer als bei gleichaltrigen 
gesunden Patienten (Manjunath et al., 2011; Chung et al., 2011; Yamazaki et al., 2012). Eine 
Studie zeigte eine indirekte Proportionalität der Dicke der Choriokapillaris zur Anzahl 
neugebildeter Drusen im Rahmen einer atrophen AMD (Ko et al., 2013). Jedoch ist der Wirk-
mechanismus der systemischen Hypertonie bezüglich der Pathogenese der AMD kaum 
bekannt. Ursächlich könnte das erhöhte retinale Inflammationsrisiko bei systemischem 
Bluthochdruck verantwortlich sein (Silva et al., 2007). Auch der mechanische Stress auf die 
Zellen der Retina und die Gefäße, der durch Hypertonie verursacht wird, könnte zur 
Entwicklung der AMD beitragen (Suzuma et al., 2001). 
Der bereits erwähnte geringere, dafür schnellere Blutfluss in den Gefäßen der Chorio-
kapillaris begünstigt den endothelialen Stress der fibrinoide Nekrosen, oxidativen Stress und 
Entzündungsreaktionen in den Gefäßen verursachen kann (Sanders, 2004; Gu et al., 2006; 
DellaCroce and Vitale, 2008). Dies steigert die Ausschüttung des angiogenen Faktors VEGF 
der eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der CNV spielt (Witmer et al., 2003; Miller et 
al., 2013). Somit könnte durch Bluthochdruck erzeugter mechanischer Stress die Entwicklung 
neovaskulärer retinaler Erkrankungen fördern. 
1.5. Therapie der AMD 
 
Die Therapie der AMD ist kompliziert, da es derzeit keine krankheitsheilenden 
Therapieoptionen gibt. Zusätzlich besteht nur für die Patienten, die unter der exsudativen AMD 
leiden, die Möglichkeit die Progression der Erkrankung zu verlangsamen. Für das Spätstadium 
der atrophen AMD, charakterisiert durch die geographische Atrophie, gibt es derzeit keine 
erfolgreichen Therapieansätze. 
Durch Veränderungen von Lebensgewohnheiten kann die Anzahl der Risikofaktoren 
verringert werden. Studien zeigten, dass durch das Beenden des Rauchens das Risiko, an der 
AMD zu erkranken, nach 20 Jahren stark minimiert wurde im Vergleich zu den rauchenden 
Patienten (Khan et al., 2006; Evans et al., 2005). Neben einem normalen BMI, gesunder bzw. 
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fettarmer Ernährung und sportlicher Betätigungen vermindert die Einnahme von 
Antioxidantien, wie Vitamin C und E, ß-Carotin, Zink- und Kupferoxiden, das Risiko an der 
AMD zu erkranken (Van Leeuwen et al., 2004; SanGiovanni et al., 2007). 
Bei der exsudativen AMD ist die anti-VEGF-Therapie mit Ranibizumab oder 
Bevacizumab heutiger Goldstandard. Als Inhibitoren des angiogenen Faktors VEGF 
unterbindet die intravitreale Injektion der Antikörper das Fortschreiten der CNV. Als weitere 
Therapieoption ist die photodynamische Therapie zu nennen, bei der ein venös injizierter 
Farbstoff sich in den neugebildeten Gefäßen ansammelt, welche anschließend mittels Argon-
Laser photokoaguliert werden können. Dieses Verfahren vermindert den Sehverlust bei der 
exsudativen AMD, wird aber heute seltener als Therapie verwendet, da das Risiko einer 
zentralen Narbe in der Retina mit dauerhaftem Sehverlust besteht (Kaiser, 2007). Die 
Entfernung der CNV-Membranen ist derzeit nur in einigen Fällen eine Therapieoption, da die 
Erfolgsquoten gering sind und das Risiko des chirurgischen Eingriffs sowie dessen Folgen 
gravierend sein können (Hawkins et al., 2004).  
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 2. FRAGESTELLUNG 
 
Die AMD ist mit einer chronischen lokalen und systemischen Entzündung verbunden. Die 
Aktivierung des alternativen Komplementsystems spielt dabei eine Rolle. 
Ein Risikofaktor der AMD ist die systemische Hypertonie, die unter anderem durch eine 
gesteigerte Kochsalzaufnahme getriggert wird. Hierbei könnte osmotischer Stress einen 
direkten Einfluss auf die RPE-Zellen haben. Eine Veränderung der Genexpression der 
Komplementfaktoren bei den RPE-Zellen könnte durch osmotischen Stress zu einer vermehrten 
Aktvierung des lokalen Komplementsystems führen und somit die Pathogenese der AMD 
beeinflussen. Weiterhin könnte eine Beeinflussung der Proliferation und Migration der RPE-
Zellen zur Ausbildung von CNV-Membranen beitragen. Bisher ist jedoch nichts darüber 
bekannt, ob und wie Veränderungen der extrazellulären Osmolarität bzw. der extrazellulären 
Salzkonzentration und Hypoxie die Expression von Komplementfaktoren bei humanen RPE-
Zellen beeinflusst und über welche Signaltransduktionswege diese Expression vermittelt wird. 
 
Daraus ergaben sich folgende Ziele: 
 
• Nachweis des Einflusses von Hyperosmolarität auf die mRNA-Expression von 
Komplementfaktoren bei kultivierten humanen RPE-Zellen.  
• Eine besonders starke Wirkung hyperosmotischer Verhältnisse wurde auf die 
Expression des Komplementfaktor C9 ermittelt, weshalb sich alle weiteren 
Untersuchungen auf diesen Faktor konzentrierten; dazu zählt: 
• Regulation der C9 Expression durch variierende Kultivierungsverhältnisse (z. B. 
chemische Hypoxie, oxidativer Stress, Wachstumsfaktoren) 
• Identifizierung von intrazellulären Signaltransduktionswegen, die die veränderte 
Genexpression unter Hyperosmolarität und Hypoxie im RPE vermitteln. und 
• Nachweis der Wirkung von Hyperosmolarität auf die Proliferation Migration und 
Vitalität der RPE-Zellen. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 
3.1. Arbeitsmaterialien 
3.1.1. Substanzen 
 
AA/BAA (30 %)     SERVA, Heidelberg, Deutschland 
Actinomycin D     Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Advanced Protein Assay Reagent   Cytoskeleton, Denver, USA 
Agarose      Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
AllStars Negative Control siRNA   Qiagen, Hilden, Deutschland 
AP-Puffer (pH 9,5)     Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
CoCl2       Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DMSO      Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNAse I, RNase-free     Roche Diagnostics GmbH Mannheim, D 
Ethanol      J.T. Baker, Deventer, Niederlande 
Ethidiumbromid Lösung (10 mg/ml)   Bio-Rad, München, Deutschland 
Fixierlösung ½ strength Karnowsky   Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
Glukose      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
H2O2 (30 %)      Fluka, Buchs, Schweiz 
H2SO4 (1M)      Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
Hämatoxylin-Lösung nach Böhmer    Dr. K. Hollborn&Söhne GmbH, Leipzig, D 
HBSS (Stammlösung für Medium A)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
HiPerFect Transfektionsreagenz   Qiagen, Hilden, Deutschland  
Laemmli Reducing Sample Buffer   Eigenherstellung 
Loading Dye Solution    Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Mercaptoethanol     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl       Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NBT (Nitrotetrazoliumblau)    Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PBS-Puffer (pH 7,2)     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatase Inhibitor Cocktail   Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
PMSF (PhenylMethaneSulfonyl fluoride)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Protein Assay Standard II    Bio-Rad, München, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
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RNase away      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Roti-Block Lösung     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Sammelgelpuffer     Eigenherstellung 
SDS (10 %)      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
siNFAT5      Qiagen, Hilden, Deutschland 
TEMED      Roth, Karlsruhe, Deutschland 
TBE-Puffer      Eigenherstellung 
TBS       Eigenherstellung 
TMB       Calbiochem, Darmstadt, Deutschland 
Transferpuffer (pH 8,5)    Eigenherstellung 
Trenngelpuffer     Eigenherstellung 
Tris       Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau (0,05 %)     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Trypsin-EDTA (0,5 %)    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Tween 20      Roche Diagnostics GmbH Mannheim, D 
0,2 N Phosphatpuffer     Zentralapotheke der Universität Leipzig, D 
 
3.1.2. Medien 
 
F-10 + GlutaMAX     Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
FKS       Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Qiagen Mastermix für PCR    Qiagen, Hilden, Deutschland 
Medium A      Eigenherstellung 
 
3.1.3. Kits 
 
Cell Proliferation ELISA, BrdU   Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland 
First Strand cDNA Synthesis Kit   Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Mammalian Cell Lysis Kit    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
iQ SYBR Green Supermix    Bio-Rad, München, Deutschland 
InviTrap

Spin Universal RNA Mini Kit  stratec molecular, Berlin, Deutschland 
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3.1.4. Primer 
 
Tabelle 1: Sequenzen verwendeter Primer MWG Biotech AG, Ebersbach, Deutschland 
(s = sense, as = anti-sense) 
Gen 
Accession No. 
Sequenzen (5’→3’) 
Produkt 
(bp) 
ACTB (NM_001101) 
s  ATGGCCACGGCTGCTTCCAGC 
as CATGGTGGTGCCGCCAGACAG 
237 
C3 (NM_000064) 
s   CTGCAGACCTCAGTGACCAA 
as GCTCCGTTTCATCCAGGTAA 
207 
C5 (NM_001735) 
s   GTGTGTGGAAGGGTGGAAG 
as GTTCTCTCGGGCTTCAACAG 
222 
C9 (NM_001737) 
s  CAACTGGGCCTCTTCCATAA 
as ACCTCCATTTTGGCATGTGT 
184 
CFB (BC007990) 
s  CTGGAGCACCCTGAAGACTC 
as CCGGAGAGTGTAACCGTCAT 
172 
CFH (NM_000186) 
s  CAGCAGTACCATGCCTCAGA 
as GGATGCATCTGGGAGTAGGA 
189 
NFAT5 (NM_006599.3) 
s   TCACCATCATCTTCCCACCT 
as CTGCAATAGTGCATCGCTGT 
174 
 
3.1.5. Längenstandards 
 
GeneRuler100 bp DNA-Ladder   Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
PageRulerPrestained Protein Ladder  Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
 
3.1.6. Antikörper 
 
Goat x Rbt IgG     Chemicon, Hampshire, Großbritannien 
rabbit anti-human ERK1/2    Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho ERK1/2   Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human Akt    Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho-Akt   Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human p38    Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human phospho-p38   Cell Signaling Technology, Boston, USA 
rabbit anti-human C9     Assay biotech, Sunnyvale, CA, USA 
rabbit anti GAPDH     Cell Signaling Technology, Boston, USA 
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3.1.7. Rekombinante humane Proteine 
 
PDGF-BB     R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
VEGF      R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
IL-1ß       R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
TGFß-1     R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
TNFα       R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland 
 
3.1.8. Selektive Hemmer 
 
Tabelle 2: Hemmer sowie deren Zielproteine und Konzentrationen 
Hemmer Zielprotein Konzentration Lieferant 
1,10 phen-
anthrolin 
Matrixmetalloproteinase 1 M 
Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland 
SB 203580 p38-MAPK 10 M 
TOCRIS, Bristol, 
Großbritannien 
PD 98059 MAPK (MEK) 20 M 
Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 
LY 294002 PI3-Kinase 5 M 
Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 
SP 6001256 JNK1/2/3 10 M 
Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 
HIF Inhibitor HIF-Protein 5 M 
Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 
Stattic STAT3 1 M 
ENZO Life Sciences 
Lörrach, Deutschland 
CAPE NF-B 5 M 
TOCRIS, Bristol, 
Großbritannien 
Rottlerin NFAT5 10 µM 
Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland 
 
3.1.9. Geräte 
 
Abdeckfolie Viewseal    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier     Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Bluecap (5 ml, 15 ml, 50 ml)    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Companion-Platte (24-Mikrotiterplatte)  Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
  MATERIAL UND METHODEN 
 18 
Erlenmeyerkolben (50 ml, 250 ml)   Molecular Devices GmbH, Deutschland 
Fluor-S MultiImager    BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer Sub-Cell, GT (Agarose)   BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer (SDS Page)    Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Semi-dry transfer unit TE70X (WB)   Hoefer Inc, Holliston, MA, USA 
Inkubator STERI-CULT 200    FORMA Scientific, Ohio, USA 
Mikroskop Axiovert 25    Carl Zeiss Jena GmbH, Jena Deutschland 
Mikroskop Okular Netzplatte D = 26  Carl Zeiss Jena GmbH, Jena Deutschland 
MyIQ, Real-Time PCR    BioRad, München, Deutschland 
Neubauer Zählkammer    BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland 
PCR Reaktionsgefäß (0,5 ml)   Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D 
Peltier- Thermal Cycler, PTC-200   Biozym Diagnostik, Oldendorf, Deutschland 
Pipette (10 l, 20 l, 100 l, 200 l, 1000l) Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, D 
Pipettenspitzen Gilson    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
POWER PAC 1000     BioRad, München, Deutschland 
PVDF-Membran, Millipore Immobilon P  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
QBTM Thermoblock     Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Reaktionsgefäß (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)  Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Sicherheitsbank Class II    Zapf, Sarstedt, Deutschland 
Spectrophotometer NanoDrop 1000   PeqLab, Erlangen, Deutschland 
Taumler Polymax 1040T    Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Vortexer: REAX 2000    Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Waage BP 2100     SATORIUS AG, Göttingen, Deutschland 
Zellkulturflasche (250 ml)    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Zellkultur-Insert (8 m)    Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 
Zentrifuge GS-15R     Beckman, Krefeld, Deutschland 
Zentrifuge Labnet Minizentrifuge   Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, D 
Zentrifuge Microfuge R    Beckman, Krefeld, Deutschland 
6-Well Mikrotiterplatte    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-Well Mikrotiterplatte    Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-well-PCR Mikrotiterplatte   BioRad, München, Deutschland 
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3.2. Zellbiologische Methoden 
 
Die Verwendung von humanen RPE-Zellen für die Experimente wurde von der 
Ethikkommission der Universität Leipzig genehmigt (Bearb. Nr. 745; Bescheid vom 
11.07.2007) und erfolgte gemäß der Deklaration von Helsinki. Die verwendeten Zellen 
stammten von post mortem Spendern, bei denen keine bekannten Augenerkrankungen vor dem 
Tod festgestellt wurden. Die Arbeit mit den Zellen erfolgte unter vorgeschriebenen, sterilen 
Bedingungen (Sicherheitswerkbank), mit sterilen Arbeitsmaterialien, Lösungen und Medien. 
Täglich wurden die Zellkulturen mikroskopisch auf mögliche Kontaminationen überprüft. Für 
die Versuche wurden Zellen der Passagen 3-5 verwendet. 
3.2.1. Zellkultivierung 
 
Innerhalb von 48 Stunden post mortem wurden die RPE-Zellen aus den Spenderaugen 
präpariert und in Kulturflaschen eingesät. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen 
trypsiniert und bis zur weiteren Verwendung bei -140 °C eingefroren. Nach dem Auftauen 
wurden sie zunächst mit dem Medium F-10 + GlutaMAX + 10 % FKS (10 ml) gewaschen, 
zentrifugiert (5 min, 1500 UpM), der Überstand entfernt, das Zellpellet in 15 ml F-10 + 10 % 
FKS + 1 % Penicillin/Streptomycin resuspendiert und anschließend in Zellkulturflaschen 
überführt und im Inkubator bei 37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxid (CO2) und 90 % Luftfeuchtigkeit 
bis zur Konfluenz kultiviert. Die tägliche Kontrolle des Zellwachstums erfolgte unter dem 
Mikroskop. Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 10 ml 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) für 3 min. gewaschen und danach mit je 3 ml 0,5 %-igem 
Trypsin- Ethylendiamintetraazetat (EDTA) versehen, um eine Ablösung der adhärenten Zellen 
zu erzielen. Für eine optimale Trypsinierung kamen die Zellen für wenige Minuten in den 
Inkubator. Da eine lange Einwirkzeit die Zellen irreversibel schädigt, wurde die Inkubation 
überwacht. Die Zugabe von 15 ml Medium F-10 + 10 % FKS zusammen mit 1 % 
Penicillin/Streptomycin stoppte die Enzymreaktion. Anschließend wurde das gesamte 
Medium-Zell-Gemisch in 50 ml Röhrchen pipettiert und bei 1500 UpM für 5 min. zentrifugiert. 
Nach Absaugen der Überstände wurden die Zellen in 3 ml F-10 Medium suspendiert. Für die 
nachfolgende Bestimmung der Zellzahl wurden je 20 μl Zellsuspension mit 20 μl 0,05 %-igem 
Trypanblau gemischt. Mit Hilfe der Neubauer Zählkammern wurden die Zellen gezählt. 
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3.2.2. Zellstimulation 
 
Für die Zellstimulation wurden zunächst 5 x 105 RPE-Zellen in 1,5-2 ml Medium F-10 + 10 % 
FKS pro Kavität in eine 6-well Platte eingesät. Die Zellen wurden so lange kultiviert bis eine 
Konfluenz von 80-90 % erreicht wurde. Anschließend wurde das komplette Medium gegen das 
Medium F-10 ohne FKS ausgetauscht und über Nacht (ca. 16 h) zur Synchronisation der 
Zellkultur inkubiert. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen 
und die in 1,5 ml Medium gelösten Testsubstanzen zu den Zellkulturen pipettiert. Nach jeweils 
2, 6 und 24 h Stimulationsdauer wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 1 ml kaltem PBS 
gewaschen und für die Präparation der Ribonukleinsäuren (RNA) bzw. für die Herstellung von 
Proteinextrakten verwendet. 
Zur Stimulation wurden folgende Substanzen genutzt: 
NaCl:    1 - 100 mM 
Sucrose:   100 mM 
H2O2:    20 μM 
H2O:   + 40 % für eine Hypoosmolarität 
CoCl2:   150 μM 
VEGF:   10 ng/ml 
PDGF:   10 ng/ml 
IL-1ß:    10 ng/ml 
TGFß-1:   10 ng/ml 
TNFα:   10 ng/ml 
Thrombin:   10 U/ml 
FXa:    1 U/ml 
FKS:    10 % 
Glucose:   25 mM 
Arachidonsäure:  5 μg/ml 
PGE2:    10 ng/ml 
MMP2:   10 ng/ml 
Triamcinolon:  50 μM 
siNFAT:  10 nM 
siNon:   10 nM 
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3.2.3. Bestimmung der Proliferationsrate 
 
Die Versuche für die Bestimmung der Proliferationsrate wurden mit Hilfe des Kits Cell 
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) durchgeführt. Dafür wurden pro Kavität 3 x 103 Zellen 
in 100 l F-10 + 10 % FKS in einer 96-well Platte eingesät. Nach Erreichen einer 80-90 %-igen 
Konfluenz wurde das Medium gegen 100 l Medium F-10 ohne fötales Kälberserum (FKS) 
ausgetauscht und für 5 Stunden im Inkubator synchronisiert. Nach Absaugen des Mediums 
wurden die RPE-Zellen mit den Testsubstanzen versehen, um die Dosis-Wirkungsabhängigkeit 
ermitteln zu können. Für die unbehandelten Kontrollen wurden in 2-3 Spalten einer 96-well 
Platte (je 6 Kavitäten) 100 l Medium F-10 + 0,5 % FKS pipettiert. Nach 20 h Stimulationszeit 
wurden 10 l BrdU-Lösung (10 mM) in jede Kavität pipettiert und die Zellen wurden für weitere 
4 Stunden (Gesamtstimulationszeit 24 h) bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium 
abgesaugt und die Zellen durch Zugabe von 100 μl FixDenat Lösung pro Kavität für 45 min bei 
Raumtemperatur fixiert. Die FixDenat Lösung denaturiert die Desoxyribonukleinsäure (DNA) 
der Zellen und ermöglicht einen Zugang für den gegen BrdU gerichteten Antikörper, der mit 
Peroxidase gekoppelt ist. Durch die Bindung des Anti-BrdU-POD an das Thymidinanalog BrdU 
erkennt der Antikörper das in der DNA eingebaute BrdU. Schließlich wurde FixDenat entfernt 
und der Anti-BrdU-Antikörper wurde 1:200 in Medium A verdünnt (Medium A: 5 ml 
Penicillin/Streptomycin + 50 ml FKS + 5 ml HEPES Puffer gelöst in 500 ml HBSS-Puffer). 50 
μl Anti-BrdU-POD-Lösung wurde in jede Kavität pipettiert und für 3 Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem die Anti–BrdU-POD-Lösung entfernt wurde, erfolgte die 
dreimalige Waschung jeder Kavität der Kulturplatte mit 200-300 l PBS. Im letzten Schritt 
wurden 100 l Substratlösung TMB pro Well pipettiert und nochmals bei Raumtemperatur für 
30 min inkubiert. Durch Zugabe von 25 l 1 M Schwefelsäure (H2SO4) wurde die Enzymreaktion 
gestoppt. Nach kurzer Inkubation für 1 min auf dem Taumler (Polymax 1040T) erfolgte die 
photometrische Messung der Absorption bei 450 nm im ELISA-Reader. Die gemessene 
Extinktion korreliert direkt mit der Menge neu synthetisierter DNA und somit auch mit der 
Anzahl an proliferierenden Zellen in der Kultur.  
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3.2.4. Zellmigration 
 
Im ersten Schritt erfolgte die Beschichtung der Zellkultur-Inserts mit einer Porengröße von 8 m 
mit der Fibronectin-Gelatine-Lösung (50 /ml Fibronectin und 1mg/ml Gelatine). Dazu wurden 
600 l der Fibronectin-Gelatine-Lösung in jede der 24 Kavitäten einer Companion-Platte 
pipettiert, die Inserts mit einer sterilen Pinzette eingehängt und zusätzlich 100 l Fibronectin-
Gelatine-Lösung dazu gegeben. Anschließend wurde die Lösung entfernt und die Inserts für 2 h 
in der Sicherheitswerkbank getrocknet. Zur Durchführung der Migrations-versuche wurden die 
beschichteten Inserts in eine neue 24-Well Companion Platte eingehängt. 100 l Zellsuspension 
(5 x 105 Zellen/ml in F-10 + 0,5 % FKS) wurden in jedes Insert pipettiert und zur Adhäsion über 
Nacht in den Inkubator gestellt. Dann wurden in jede Kavität 800 l Medium ohne FKS mit den 
Testsubstanzen pipettiert. 
Die unbehandelten Kontrollen wurden im Medium ohne Testsubstanzen inkubiert. Die 
Zellen migrierten für 6 h im Inkubator und schließlich wurde das Medium vollständig abgesaugt. 
Im nächsten Schritt wurden die Zellen mit Hilfe der 1/2 strength Karnowsky-Lösung (1:2 
verdünnt in 0,2 N Phosphatpuffer) fixiert. Dafür wurden 800 l der Fixierlösung in jede Kavität 
und 100 l in die Inserts gegeben und für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fixier-
lösung wurde abgesaugt und durch PBS ersetzt. Eine Lagerung der Platten für eine Woche im 
Kühlschrank war somit möglich. Vor der Zählung der migrierten Zellen mussten die Zellen 
gefärbt werden. Dazu wurde zunächst die Innenseite der Membran der Inserts mit der 
Pipettenspitze ausgekratzt und im Anschluss mit einem Wattestäbchen geputzt, um die nicht 
migrierten Zellen zu entfernen. Dabei wurde mehrfach mit PBS gespült. Für den nächsten Schritt 
wurden die Inserts in eine neue Companion-Platte eingehängt und 45 min mit Hämatoxylin-
Lösung nach Böhmer gefärbt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Inserts komplett 
mit der Farbe bedeckt sind. Nach der Färbung wurde mit Wasser gespült und die Inserts in die 
ursprüngliche Companion-Platte mit etwas PBS gehängt. Die Auszählung von fünf 
Gesichtsfeldern pro Insert erfolgte unter dem Mikroskop mit einem Zählnetz im Okular 
(Netzplatte D= 26) bei 2000-facher Vergrößerung. 
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3.3. Molekularbiologische Methoden 
3.3.1. RNA-Präparation 
 
Vor jeder RNA-Präparation wurde der Arbeitsplatz und alle benötigen Geräte mit RNase away 
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) gereinigt, um eine Verunreinigung der Proben zu vermeiden. Die 
Präparation der RNA erfolgte mit dem InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit. Nach der 
Zellstimulation wurden die Zellen mit kaltem PBS-Puffer gewaschen und 700 µl Lyse-Lösung 
TR + Mercaptoethanol (1 ml Lyse-Puffer + 10 l Mercaptoethanol) direkt in die 6-Well Platten 
pipettiert. Als Reduktionsmittel löst Mercaptoethanol die Disulfidbrücken, wodurch eine 
Denaturierung der Proteine stattfindet. Anschließend wurde das Lysat in 1,5 ml Eppendorfbecher 
überführt und bis zur weiteren Präparation bei -80°C eingefroren. Für die Präparation der RNA 
wurden die Proben aufgetaut, 2-3 sec auf einem Vortex-Mixer gemischt und auf die DNA-
bindende Säulen (DNA-Binding Spin Filter) pipettiert, 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
2 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Danach wurden die DNA-Binding Spin Filter verworfen 
und mit dem RNA-enthaltenden Durchlauf weitergearbeitet. Dem Durchlauf wurden 500 l 
Ethanol (70 %) hinzugefügt. Das Gesamtvolumen wurde auf RNA-bindende Säulen (RNA-RTA 
Spin Filter) pipettiert, welche in einem 2 ml-Becher (2 ml RTA Receiver Tube) platziert wurden. 
Nach Zentrifugation aller Proben bei 13.000 UpM für 1 min wurde der Durchlauf verworfen. 
Danach wurden 600 l Waschpuffer (Wash Buffer R1) auf jede Säule pipettiert und erneut für 1 
min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die RNA-RTA Spin Filter wurden in neue Receiver Tubes 
gestellt. Direkt auf die Säulen wurden 10 µl DNase Mix, bestehend aus 1 µl 10x Puffer, 7 µl 
RNase freies H2O und 2 µl DNase, RNase, frei (Roche) pipettiert und alles bei 37 °C für 30 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Filter zwei Mal mit 700 µl Wash Buffer R2 gewaschen und 
die Filter wieder in frische Receiver Tubes platziert und 4 min bei 13.000 UpM zentrifugiert, um 
die RNA-RTA Spin Filter zu trocknen. Zur Elution der RNA wurden die Säulen in 1,5 ml 
Auffanggefäße mit Deckel (1,5 ml RNase-free Elution Tube) überführt und 60 l Elution Buffer 
R direkt auf die Membran der RNA-RTA Spin Filter pipettiert. Die Proben wurden 2 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und für 1 min bei 13.000 UpM zentrifugiert. Die RNA-RTA Spin 
Filter wurden verworfen und das RNA-Eluat auf Eis oder für die weitere Verwendung bei 
mindestens -70°C gelagert. 
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3.3.2. RNA Quantifizierung 
 
Nach der Kalibrierung des Spectrophotometers (NanoDrop 1000) mit 1 l RNase-freiem Wasser 
wurde die Absorption der Proben (je 1 µl) bei 260 und 280 nm gemessen. Der Quotient der 
Extinktionen (260 nm: 280 nm) wurde gebildet und die RNA bei einem Ergebnis von > 1,8 als 
rein gewertet. 
 
3.3.3. cDNA-Synthese 
  
Die RNA wurde mit dem First Strand cDNA Synthesis-Kit in komplementäre DNA (cDNA) 
umgeschrieben. Für die cDNA-Synthese wurden direkt zu 10,8 µl jeder RNA-Probe 
 
1,5 l RNase-freies H2O 
0,5 l Oligo (dT)18-Primer 
 
pipettiert. Danach wurden die Proben für 5 min bei 65 °C im Thermo-Cycler erhitzt und 
anschließend auf Eis gelagert. Zu jeder Probe wurden 7,2 l cDNA-Mastermix pipettiert, der 
sich aus folgenden Substanzen zusammensetzte: 
 
    4 l 5x Puffer 
    2 l dNTPs 
    0,5 l RNase Inhibitor 
    0,7 l Enzym (Reverse Transkriptase) 
 
Schließlich wurden die Proben fünf min bei 37 °C, 60 min bei 42 °C und 10 min bei 70 °C im 
Thermo-Cycler inkubiert. Zur Lagerung kamen die Proben bei -80 °C in den Tiefkühlschrank. 
 
3.3.4. Real-Time PCR 
 
Prinzip: 
Die real-time Polymerasekettenreaktion (PCR) dient als sensitive Methode zur in-vitro-
Amplifikation von DNA und zur Quantifizierung von Expressionen verschiedener Gene. Die 
real-time PCR ist eine Quantifizierungsmethode, die auf dem Prinzip der klassischen PCR beruht 
(Saiki et al., 1985). Die Quantifizierung der PCR-Produkte basiert auf der Detektion eines 
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Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR Green), der in die DNA-Doppelstränge eingebunden ist und sich 
proportional zur Anzahl der neu synthetisierten Doppelstränge verhält. Während jedes Zyklus 
wird das Fluoreszenzsignal ermittelt. Nach der exponentiellen Zunahme an PCR-Produkten 
erreicht die Reaktion ein Plateau durch den Verbrauch an Substraten und Enzyminaktivierungen. 
 
Durchführung: 
Bei den einzelnen Schritten zur Vorbereitung der real-time PCR wurde unter der Sicherheitsbank 
bei sterilen Bedingungen gearbeitet. 1 l cDNA + 14 l PCR-Mix wurden in jede Kavität der 
96-Well-PCR-Platte pipettiert. Die Zusammensetzung des PCR-Mixes pro Probe ist Tabelle 3 zu 
entnehmen. Nach Verschluss der PCR-Platte mit Viewseal selbstklebender Abdeckfolie wurden 
die Proben kurz in der Zentrifuge GS-15R bei 1000 rpm zentrifugiert. Zur Durchführung der 
Real-Time PCR wurde der IQ5-Thermocycler verwendet. Das Zyklusprogramm ist in Tabelle 4 
dargestellt. 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung des PCR-Mixes für die real-time PCR im IQ5-Thermocycler 
 
 
 
 
 
 
*Die verwendeten Primer wurden in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt. 
 
Tabelle 4: Zyklusprogrammierung der PCR im IQ5-Thermocycler 
Zyklen-
anzahl 
Prozedur Temperatur Zeit 
1 Enzymaktivierung 95 °C 3 min 
45 
Denaturierung 95 °C 30 s 
Annealing 58 °C 20 s 
Synthese 72 °C 45 s 
1 Denaturierung 95 °C 60 s 
1  55 °C 60 s 
80 Schmelzkurve 
von 55 °C - 95 °C mit 
0,5 °C/ Zyklus 
10 s 
 
Substanz Verwendete Menge 
RNase-freies H2O 5,9 l 
Forward Primer* (sense) 0,3 l 
Reverse Primer* (antisense) 0,3 l 
iQ SYBR  Green Supermix 7,5 l 
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Die relative mRNA-Expressionsrate errechnet sich nach folgender Formel:  
 
2-∆∆CT  
1. (CT-Zielgen - CT-Aktin = ∆CT) und  
2. (∆CT-Behandlung - ∆CT-Kontrolle = ∆∆CT) 
 
Zur Errechnung von ∆∆CT wurde im ersten Schritt die Differenz aus den CT-Werten des 
Zielgens und Aktin gebildet und im zweiten Schritt die Differenz aus den ∆CT-Werten der 
behandelten Probe und der unbehandelten Kontrollen ermittelt (Livak und Schmittingen, 2001). 
Für den Vergleich der verschiedenen Genexpressionen sollten die Effizienzen der PCR-
Reaktionen annähernd gleich sein. Daher wurden die PCR-Effizienzen mit der Formel nach 
Rasmussen (2001) ermittelten: E = 10 (-1/Steigung) 
 
Mit verschiedenen Konzentrationen der cDNA (2,5 ng; 5 ng; 10 ng; 25 ng und 50 ng) 
wurden real-time PCR mit Primern für C9 und Aktin durchgeführt und eine Kurve zur 
Ermittlung der Steigung erstellt (Abb. 5). 
 
 
 
 
 
 
3.3.5. Agarose-Gel-
Elektrophorese 
 
Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist ein Standardverfahren, um DNA-Fragmente verschiedener 
Größe im elektrischen Feld aufzutrennen und gleichzeitig ihre Größe durch Vergleich mit 
Standards bekannter Größen zu bestimmen. Mit dieser Methode wird die Spezifität der PCR 
Produkte kontrolliert. Während der Gelelektrophorese wandern die negativ geladenen Moleküle 
in einem elektrischen Feld zum positiv geladenen Pol (Anode). Da kleinere, kürzere Moleküle 
sich schneller durch die Gelmatrix bewegen, ist eine Auftrennung nach der Fragmentgröße 
möglich. Mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes (Ethidiumbromid), der in die DNA 
Abb. 5: Diagramm zur Ermittlung der 
Effizienz der PCR für die Zielgene C9 und 
Aktin 
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eingebaut wurde, können die Banden in Gel durch ultraviolettes Licht sichtbar dargestellt 
werden. 
Zu Beginn wurden in einem 250 ml-Erlenmeyerkolben 1 g Agarose und 60 ml TBE-
Puffer gemischt (1,7 %-iges Agarosegel). 
 
TBE-Puffer (pro Liter H2O):  10,8 g Tris Base 
5,5 g Borsäure 
4 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
 
Die Agaroselösung wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis eine klare Lösung entstand. Nach 
kurzer Abkühlung bei Raumtemperatur wurde das Agarosegel in die Gelkammer gegossen. 10 
l Ethidiumbromid wurden dem Gel zugemischt und ein Kamm für die Ausbildung der 
Probenauftragstaschen im Gel platziert. Der Kamm wurde nach Erhärten des Gels (20-30 min) 
vorsichtig herausgezogen. Anschließend wurde die Kammer mit TBE-Puffer als Laufpuffer so 
gefüllt, dass das Gel komplett bedeckt wurde. Vor dem Auftragen wurden zu jeder Probe 2 l 
eines Farbmarkers (loading dye [Bromphenolblau, Xylencyanol]) pipettiert. Danach wurde der 
gesamte Ansatz kurz zentrifugiert und in die Geltasche aufgetragen. Als Längenstandard wurde 
eine DNA-Leiter (Gene RulerTM 100 bp DNA-Ladder) bei jeder Elektrophorese mitgeführt. 
Damit die DNA-Proben und der DNA-Leiter in Laufrichtung fließen konnten, lag das Gel mit 
den Taschen an der negativen Elektrode der Kammer. Nach Anschluss der Agarosegel-Kammer 
an das Gerät POWER PAC 1000 lief die Elektrophorese für 30 min bei 80 V Spannung. Die 
Auswertung der Gelbanden erfolgte unter ultraviolettem Licht (UV-Licht) und das 
Elektrophorese Gel wurden mit dem Fluor-S MultiImager eingescannt und fotografiert. 
 
3.3.6. Untersuchungen mit short interfering (si) RNA 
 
Die short interfering (si) RNA, eine nichtkodierende RNA, bestehend aus 20-25 Basen-paaren, 
spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Genexpression mittels RNA-Interferenz 
(RNAi). Nach der Spaltung doppelsträngiger RNA durch das Enzym Dicer bindet sich die 
siRNA unter Bildung des RNA-induced silencing complex (RISC) mit Hilfe spezifischer 
Basenpaarung an die Ziel-mRNA (Kennerdell et al., 2000). Diese wird nach vollendeter 
Transkription abgebaut und die angestrebte Genexpression verhindert. Dieser Prozess der 
RNA-Interferenz dient als Stilllegung von Genen und Verminderung deren Zielproteine 
(Novina et al., 2004). 
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Die siRNAs (siNFAT5 und AllStars Negative Control) wurden von Qiagen, Hilden 
bezogen. Die siRNA Target-Sequenz für NFAT5 (nuclear factor of activated T-cells) ist 
CCCAGTCGGAATCATCACA (NFAT5 mRNA Accession Nr.: XM_005255777.1; 
Binderegion Nukleotide 4122-4142).  
Um für die Transfektion eine Konfluenz der Zellkultur von 50-70 % zu erreichen, 
wurden die RPE-Zellen am Tag davor in 12-well Platten mit einer Dichte von 9 x 104 Zellen in 
1100 ml Medium F-10+10 % FKS eingesät und unter normalen Wachstumsbedingungen (37 
°C, 5 % CO2) kultiviert.  
Am folgenden Tag wurde zur Herstellung des Transfektionskomplexes die siRNA 
(Stammlösung 2 µM) in 94 µl Medium ohne Zusätze gegeben und gut gemischt 
(Endkonzentration der siRNA im Test 10 nM). Danach wurden 9 µl Transfektionreagenz 
(HiPerFect, Qiagen) zugegeben und alles 15 s durch Vortexen gut gemischt. Der Ansatz wurde 
zur Ausbildung des Transfektionskomplexes 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wurde der Komplex tropfenweise zu den Zellen pipettiert und die Kulturplatte für 3-5 min auf 
einem Taumler zur Durchmischung belassen. Die Zellen wurden für 24 h im Inkubator 
kultiviert. Anschließend wurde das Medium gegen FKS-freies Medium ersetzt, die Zellen für 
2 h synchronisiert und danach NaCl (+100 mM) zugegeben und die Zellen weitere 2 h inkubiert. 
Anschließend wurde das Medium entfernt, die Zellen mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und 
zur Isolation der RNA eingesetzt. Als Kontrollen dienten unbehandelte und mit NaCl 
stimulierte Zellen. 
 
3.4. Immunologische Methoden 
3.4.1. Western Blot 
 
Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen oder deren Aktivierungszustand in 
Zelllysaten. Nach elektrophoretischer Auftrennung wird das Proteingemisch auf eine 
Trägermembran transferiert und letztlich durch spezifische Antikörper (Immunoblotting) in einer 
Antigen-Antikörper-Reaktion nachgewiesen. 
3.4.1.1. Extraktherstellung aus RPE-Zellen 
 
Zur Herstellung des Proteinextraktes wurden humane RPE-Zellen in 6-Well Platten stimuliert. 
Dafür wurden 5x104 Zellen mit 2000 l Medium F-10 + 10 % FKS pro Kavität eingesät. Sobald 
eine Konfluenz von 80-90 % erreicht war, wurden die Zellen über Nacht (16 h) in Medium F-10 
ohne FKS synchronisiert. Danach erfolgte die Stimulation der Zellen durch Zugabe der 
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Testsubstanzen über verschiedene Zeiträume (20 min bzw. 6 h). Für die unbehandelte Kontrolle 
wurden die RPE-Zellen in Medium F-10 ohne FKS inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde das 
Medium abgesaugt und die RPE-Zellen mit 500 l kaltem PBS auf dem Taumler auf Eis 
gewaschen. Anschließend wurde 150 l Lysepuffer (Tabelle 5) in jede Kavität hinzu pipettiert 
und für 15 min bei 6 °C (Kühlschrank) inkubiert. 
 
Tabelle 5: Zusammensetzung des Lysepuffers (Mammalian Cell Lysis Kit) 
Substanz Menge 
5x Puffer (Tris-EDTA) 200 l 
5x NaCl 200 l 
5x SDS 100 l 
PBS 100µl 
5x DOC 200 l 
5x Igepal CA 630 200 l 
PMSF 1 : 200 
Protease inhibitor cocktail 10 l /ml 
Phosphatase inhibitor 10 l /ml 
 
Mit einer Pipette wurde der Inhalt der Kavitäten ausgekratzt und in 1,5 ml Reaktions-
gefäßen überführt. Die Proben wurden 15 min bei 15.300 UpM bei 4 °C zentrifugiert. 
Anschließend wurden die Überstände (ca. 150 l) in neue Reaktionsgefäße pipettiert und das 
Zellsediment verworfen. Für die Bradford-Proteinkonzentrationsbestimmung wurden 5 l des 
Zell-Lysates entnommen. Die verbliebenden 145 l des Zell-Lysates wurden mit Laemmli-
Puffer im Verhältnis 1:4 gemischt und zentrifugiert. Anschließend erfolgte eine 10 min Erhitzung 
im Thermoblock bei 100 °C. 
 
3.4.1.2. Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
 
Die Bestimmung der Konzentration der Zellproteine erfolgte nach dem Bradford-Verfahren 
(Bradford, 1976). Die Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau an ein Protein 
verursacht die Veränderung seines Absorptionsspektrums von 465 nm zu 595 nm. Durch die 
Bildung des Farbstoff-Protein-Komplexes mit basischen und aromatischen Aminosäuren kann 
die Zunahme der Absorption bei 595 nm gegen das freie Farbreagens photometrisch gemessen 
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werden. Die jeweilige Proteinkonzentration kann durch Vergleich mit einem Standard, mit dem 
eine Eichkurve erstellt wird und der dem gesuchten Protein ähnelt, bestimmt werden. Zunächst 
wurden eine Verdünnungsreihe mit Protein Assay Standard II (höchste Konzentration 1,41 
mg/ml, geringste Konzentration 0,022 mg/ml) und PBS hergestellt. Anschließend wurden 5 l 
des Standardproteins in die entsprechenden Standardkavitäten der 96-Well Platte pipettiert sowie 
5 l der Proteinproben in die dafür vorgesehene Kavität. Nach der Verdünnung des Avanced 
Protein Assay Reagent im Verhältnis 1: 5 mit destilliertem Wasser wurden 150 l der 
Reagenzlösung zu allen Kavitäten hinzugefügt. Die Extinktion der verschiedenen Proteine wurde 
bei einer Wellenlänge von 590 nm bestimmt. Durch Vergleich mit der Eichkurve des 
Standardproteins erfolgte die Bestimmung der jeweiligen Proben-Konzentration.  
 
3.4.1.3. SDS-Gelektrophorese 
 
Die SDS-Polyarcylamidgel-Elektrophorese nach Laemmli (1970) ist ein Verfahren zur Trennung 
von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld. Als Trenn-medium 
dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Durch Inkubation mit SDS (Natriumdodecysulfat) 
denaturieren die Proteine und ein negativer Ladungsüberschuss wird erzeugt, der proportional 
zum Molekulargewicht des Gesamtmoleküls ist. Die Laufgeschwindigkeit der Proteine im SDS-
haltigen Gel ist somit nur von der relativen Molekülmasse abhängig. 
 
Substanz Zusammensetzung Bemerkung 
Sammelgelpuffer 
0,5 M Tris-HCl 
 (pH 6,8) 
15 g Tris  
100 ml dest. H2O 
120 ml 1N HCl 
pH kontrollieren,  
auf 250 ml auffüllen 
Trenngelpuffer 
1,5 M Tris-HCl  
(pH 8,8) 
45,38 g Tris 
100 ml dest. H2O 
60 ml 1N HCl 
pH kontrollieren, 
 auf 250 ml auffüllen 
Kammerpuffer 
(pH 8,5) 
3 g Tris (0,125 M) 
14,4 g Glycin (0,96 M) 
5 g SDS (0,5 %) 
pH stellt sich selbst ein, 
mit dest. H2O auf 1 l 
auffüllen 
Laemmli Puffer 
1,75 ml Sammelgelpuffer 
1,5 ml Glycerin 
5 ml SDS (10 %) 
1,5 ml Mercaptoethanol 
1,25 ml gesättigte Bromphenolblaulösung 
 
SDS 10 % in dest. H2O 
 
 
APS 10 % in dest. H2O frisch hergestellt 
AA/BAA   
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 Tabelle 6: Lösungen für die SDS-Polyarcylamidgel-Elektrophorese 
 
Tabelle 7: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel 
 
 
 
 
 
 
 
Das Trenngel wurde am Vortag der SDS-Gelelektrophorese gegossen. Die gründlich 
gesäuberten Glasplatten wurden mit den beiden Abstandhaltern in die Elektrophoresekammer 
eingespannt und mit Wasser auf ihre Dichtigkeit geprüft. Nach Zusammenmischen der 
Substanzen für das Trenngel wurden 10 ml in jede Kammer gegossen. Danach wurde 1 ml dest. 
H2O pro Kammer auf das Gel pipettiert und nach 1 h nochmals 2 ml dest. H2O zur Minimierung 
der Kapillarkräfte. Anschließend wurde die Kammer feucht zugedeckt und über Nacht im 
Kühlschrank aufbewahrt. Am nächsten Tag, ca. 1 h vor Beginn der Elektrophorese, wurde das 
Wasser abgegossen und das vorbereitete Sammelgel auf das Trenngel bis zur Oberkante der 
Glasplatte eingefüllt. Zur Ausbildung der Auftragstaschen wurde ein Kamm im Gel platziert. 
Das 4 %-ige Sammelgel über dem 10 %-igen Trenngel sorgt für eine schärfere Bandentrennung. 
Auf Grund der unterschiedlichen Porengröße der Matrix sowie des pH-Wertes des Sammelgels 
wandern die Proteine schnell und ohne Auftrennung als einheitliche Bande. Mit Näherung der 
Grenzfläche zum Trenngel verringert sich die Geschwindigkeit und wird nun abhängig vom 
Molekulargewicht der Proteine. Das Gel blieb mindestens 1 h zum Polymerisieren bei 
Raumtemperatur stehen. Danach wurden die Gelplatten in der Elektrophoresekammer befestigt, 
die Kammern mit dem Kammerpuffer befüllt, der Kamm entfernt und die Probeauftragstaschen 
mit Puffer gespült. Für die Western Blots wurden verschiedene Proteinmengen (20 µg für 
GAPDH, pERK1/2, ERK1/2; 25 µg für Akt, p38MAPK; 30 µg für pAKT, pp38MAPK; 40 µg 
für C9) eingesetzt. Als Markerspur liefen am Rand und in der Mitte des Gels 5 l des Standards 
PageRulerTm Prestained Protein Ladder mit. Nach dem Auftragen der Proben lief die 
Elektrophorese am Gerät POWER PAC 1000 mit einer konstanten Spannung von 150 Volt für 
ca. 15 min. Nachdem die Proteinfront (blau gefärbt durch Laemmli-Puffer) das Trenngel erreicht 
TEMED   
Substanz 
Sammelgel (4 %) 
ml 
Trenngel (10 %) 
ml 
AA/BAA 1,95 8,325 
Sammelgelpuffer (pH 6,8) 3,75  
Trenngelpuffer (pH 8,8)  6,23 
dest. H2O 9,15 10 
SDS (10 %) 0,15 0,25 
TEMED 0,018 0,025 
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hatte, wurde die Spannung auf 200 Volt erhöht. Die Elektrophorese lief weitere 50 min, bis die 
ersten Proteinmoleküle den Unterrand des Gels erreicht hatten. 
 
3.4.1.4. Western Blot 
 
Die über SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennten Proteine müssen zunächst aus dem 
Gel auf eine geeignete Matrix mit hoher Proteinbindungskapazität (Polyvinyldifluorid-
Membran) transferiert werden, um sie dann mit spezifischen Antikörpern identifizieren zu 
können. Dieser Transfer erfolgt auf elektrophoretischem Weg, bei dem ein elektrisches Feld 
senkrecht zur ursprünglichen Laufrichtung angelegt wird. Die Proteine laufen somit aus der 
Gelmatrix auf die Membran über und werden dort gebunden. Immundetektion ermöglicht die 
Visualisierung der Proteine. Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde die 
Gelkammer vorsichtig geöffnet und das Sammelgel vom Trenngel entfernt. Die 
Polyvinyldifluorid-Membran (PVDF-Membran) wurde in 80 %-igem Methanol 2-3 min 
geschwenkt und das Filterpapier in Transferpuffer eingelegt. Für den semidry Blot wurde ein 
Blot-Sandwich in der Blotting-Kammer wie folgt hergestellt: 3 Blätter Filterpapier, PVDF-
Membran, das Polyarcylamidgel mit den Proben, 3 Blätter Filterpapier. Ein luftblasenfreier 
Aufbau war nötig, um einen vollständigen, flächendeckenden Proteintransfer zu ermöglichen. 
Die Kammer wurde mit dem Deckel verschlossen. 
 
Tabelle 8: Lösungen für den Western Blot 
Substanz Zusammensetzung Bemerkungen 
Transferpuffer 
(pH 8,5) 
1,45 g Tris (25 mM) 
7,2 g Glycin (192 mM) 
200 ml Methanol (20 %) 
mit dest. H2O auf 1 l auffüllen,  
pH stellt sich von selbst ein 
TBS-Puffer 
(pH 7,5) 
6,05 g Tris (50 mM) 
8,7 g NaCl (150 mM) 
mit dest. H2O auf 1 l auffüllen,  
pH mit HCl einstellen 
TBST 
TBS-Puffer 
0,1 % Tween 20 
 
AP-Puffer 
(pH 9,5) 
6,05 g Tris (100 mM) 
3 g NaCl (100 mM) 
0,508 g MgCl2 x 6H2O (5 mM) 
in 500 ml dest. H2O lösen 
pH 9,5 mit HCl einstellen 
Detektionslösung 
15 ml AP-Puffer 
50 l BCIP (50 mg/ml DMF) 
100 l NBT (50 mg/ml 70% DMF) 
Menge berechnet  
für 2 Membranen 
 
Anschließend wurde die Blotkammer an das Gerät POWER PAC 1000 angeschlossen 
und der Vorgang wurde mit konstanter Stromstärke von 280 mA für 1 h 15 min durchgeführt. Im 
nächsten Schritt wurde die Membran mit einer Pinzette aus dem Blot-Sandwich entnommen und 
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zunächst mit dest. H2O, dann mit TBS kurz gespült. Die Blockierung der Membran erfolgte mit 
25 ml eines RotiBlock-TBST-Gemisches (1:10) für 2 h bei Raumtemperatur, um unspezifische 
Antikörper-Bindungen zu vermeiden. Danach erfolgte die Inkubation mit dem 1. Antikörper bei 
4 °C, über Nacht. Dafür wurde die Membran zusammen mit dem Antikörper in eine Folie 
eingeschweißt.  
 
Antikörperverdünnungen: 
TBST-RotiBlock-Lösung (100:1) + Antikörper 1:1000 für anti ERK1/2, anti phospho ERK1/2, 
anti Akt, anti phospho Akt, anti p38-MAPK und anti GAPDH 
TBST-RotiBlock-Verdünnung (100:1) + Antikörper 1:750 für anti phospho p-38 MAPK 
TBST-Rotiblock (100:1) + Antikörper 1:500 für anti C9 
   
Am folgenden Tag wurden die verdünnten Antikörper in Bluecaps aufgefangen, die 
Membranen wurden in Schalen gelegt und 3 x für jeweils 5 min mit TBST-Puffer gewaschen. 
Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikörper. Wieder wurde die Membran 
zusammen mit dem verdünnten Antikörper in Folie geschweißt und für ca. 1 h auf dem Taumler 
inkubiert. 
 
TBST-RotiBlock-Verdünnung (100:1) + Goat-Anti-Rabbit-Antikörper (1: 2000) 
 
Danach wurde die Membran erneut 6 x für 5 min mit TBST-Puffer gewaschen und einmal 
5 min in AP-Puffer geschwenkt, um die Membran zu äquilibrieren. Anschließend wurde die 
Membran so lange in der Detektionslösung geschwenkt, bis die Banden sichtbar wurden. Nach 
dem Farbumschlag wurde die Lösung abgegossen, die Membran mit Wasser abgespült und 
getrocknet und mit dem Fluor-S MultiImager fotographiert. 
 
3.5. Statistische Auswertung 
 
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte von Mehrfachbestimmungen mit ihren Standardfehlern 
(SEM) dargestellt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit (P-Wert) kleiner als 5 % wurde als 
signifikant bezeichnet unter Verwendung des Mann-Whitney U Tests. Die Grafiken wurden 
mittels CorelDRAW Version 9 erstellt. 
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4. ERGEBNISSE 
4.1. Regulation der Genexpression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen 
 
Mittels PCR und anschließender Elektrophorese konnte die Genexpression der 
Komplementfaktoren C3, C5, C9, CFH, CFB und Aktin als Kontrolle für die Integrität der 
eingesetzten RNA in kultivierten RPE-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 6). 
 
 
Abb. 6: Genexpression von Komplementfaktoren in kultivierten RPE-Zellen aus verschiedenen Spendern (1, 2), 
nachgewiesen mit RT-PCR 
Die Expression der Gene für die Komplementfaktoren C3, C5, C9, CFH und CFB wurde untersucht. Als Kontrolle 
für die Qualität der RNA wurden die Transkripte des Aktin-Gens amplifiziert. Die Negativkontrolle (-) enthielt 
zweifach destilliertes Wasser anstatt cDNA. M: 100 bp Marker. 
 
Die weiteren Experimente dienten zur Überprüfung der Wirkung von pathophysiologischen 
Bedingungen, die bei der AMD von Bedeutung sind, auf die Expression von Komplement-
faktoren in humanen RPE-Zellen. Dafür wurden kultivierte humane RPE-Zellen jeweils für 2, 
6 und 24 h z. B. unter hyper-, hypoosmolaren, hypoxischen Bedingungen, unter oxidativem 
Stress oder mit angiogenen Wachstumsfaktoren stimuliert. 
 
4.1.1. Hyperosmolarität erzeugt durch NaCl 
 
Hyperosmolarität wurde durch Zugabe von NaCl (+100 mM) zum Kultivierungsmedium 
erreicht. In den Versuchen wurde überprüft, ob die Kultivierung der RPE-Zellen in 
Anwesenheit von NaCl die mRNA-Expression von Komplementfaktoren beeinflusst. Dafür 
erfolgte die Präparation der totalen RNA aus den stimulierten RPE-Zellen mit anschließender 
cDNA-Synthese. Mit Hilfe der real-time RT-PCR wurde der Einfluss von NaCl nach 2, 6 und 
24 h Stimulation auf die Genexpression der Komplementfaktoren bei den RPE-Zellen 
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass NaCl die Expression der Komplementfaktoren C3 
(nach 2 h), C9 (nach 2, 6 und 24 h) und CFH (nach 2 h) signifikant erhöhte, während die C5 
mRNA nach 24 h signifikant verringert exprimiert wurde. Die CFB mRNA blieb unbeeinflusst. 
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Die C9 Expression wies im Vergleich zu den anderen untersuchten Komplementfaktoren einen 
deutlich stärkeren Anstieg nach NaCl-Stimulation auf (Abb. 7). 
 
Abb. 7: Wirkung von NaCl auf die Genexpression von Komplementfaktoren in kultivierten RPE-Zellen 
Die RPE-Zellen wurden mit NaCl (+100 mM) für 2, 6 bzw. 24 h stimuliert. Die Niveaus der Genexpression wurden 
mit real-time PCR bestimmt und sind im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Linie bei 1) dargestellt. Gezeigt 
sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 4 bis 5 real-time-PCR Experimenten mit RPE-Zellen aus verschiedenen 
Spenderaugen. Signifikante Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle: ● P ≤ 0,05 und ●● P ≤ 0,01. Signifikante 
Unterschiede zwischen den untersuchten Zeitpunkten ° P ≤ 0,05; °° P ≤ 0,01.  
 
In Abbildung 8 ist ein typischer Verlauf einer real-time PCR dargestellt. Dabei zeigt 
sich, dass die Stimulation der Zellen im hyperosmolaren Medium keine Veränderung der Aktin 
mRNA-Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bewirkte (Abb. 8. offene 
Kreise). Für die C9 mRNA-Expression verringerte sich durch die NaCl-Stimulation 
(geschlossener grauer Kreis) die Zyklenzahl bis zum Überschreiten des Schwellenwertes im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (geschlossener blauer Kreis). Diese Verminderung 
deutet daraufhin, dass die mRNA-Expression des Komplementfaktors C9 durch 
Hyperosmolarität erhöht wird (Abb. 8). 
 
 
Abb. 8: Typischer Verlauf einer real-time PCR zur Quantifizierung der Genexpression des Komplementfaktors 
C9 und Actin 
Die RPE-Zellen wurden im hyperosmotischen Medium (+100 mM NaCl) für 2 h stimuliert. Zur Normalisierung 
der Werte dient das Expressionsniveau von Aktin. Die Expression des Aktin-Gens zeigte keine Veränderung unter 
Hyperosmolarität. Bei der C9 mRNA führte die hyperosmotische Stimulation für 2 h zu einer Verminderung der 
PCR-Zyklenzahl bis zum Überschreiten des Schwellenwertes (Threshold Position) im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle. 
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Durch Zugabe von 100 mM NaCl zum Kulturmedium wurde die C9 mRNA am stärksten 
beeinflusst (Abb. 7). In den folgenden Untersuchungen wurde die Wirkung unterschiedlicher 
Konzentrationen an NaCl auf die RPE-Zellen nach 2 h Stimulationszeit getestet (Abb. 9). Dabei 
wurde ermittelt, dass schon eine Zugabe von 10 mM NaCl zum Kulturmedium für 2 h die 
Expression von C9 signifikant erhöhte. 
 
Die Zellen wurden für 2 h in Anwesenheit variierenden NaCl 
Konzentrationen kultiviert. Die Kontrollen blieben unstimuliert. 
Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler aus 4 real-time-PCR 
Experimenten mit RPE-Zellen aus verschiedenen Spenderaugen. 
Signifikante Unterschiede zur unstimulierten Kontrolle: ● P ≤ 0,05. 
 
 
 
 
 
4.1.2. Hyperosmolarität erzeugt durch Sucrose 
 
Mit den Untersuchungen zur Beeinflussung der Genexpression von Komplementfaktoren durch 
Hyperosmolarität (Abb. 7) wurde gezeigt, dass die C9 mRNA bei den RPE-Zellen durch die 
Anwesenheit von NaCl am stärksten beeinflusst wird. Daraufhin konzentrierten sich die 
nachfolgenden Untersuchungen auf den Komplementfaktor C9. Sucrose wird ebenfalls zur 
Erzeugung hyperosmolarer Verhältnisse eingesetzt. Um die Ergebnisse, die mit NaCl gefunden 
wurden zu bestätigen, wurden RPE-Zellen in Anwesenheit von Sucrose im Medium (+100 mM) 
für 2, 6 und 24 h kultiviert und die RNA isoliert. Auch unter diesen Bedingungen wurde eine 
Erhöhung der C9 mRNA Expression nach 2 und 6 h nachgewiesen (Abb. 10). 
Die durch NaCl-induzierte Hyperosmolarität zeigte im Vergleich zur Zugabe von Sucrose 
einen wesentlich stärkeren Anstieg der C9 mRNA Expression. (Abb. 10). 
Abb. 9: Wirkung der eingesetzten NaCl-Dosis auf die C9 mRNA 
Expression bei RPE-Zellen 
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Die Stimulation der Zellkulturen erfolgte mit Sucrose (+100 
mM) für 2, 6 und 24 h. Mit semi-quantitativer real-time PCR 
wurde das Genexpressionsniveau von C9 im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle ermittelt. Der Anstieg von C9 mRNA 
Expression konnte auch in Anwesenheit von Sucrose 
nachgewiesen werden. Die Daten sind gezeigt als Mittelwerte ± 
Standardfehler aus 4 unabhängigen real-time-PCR 
Experimenten mit RPE-Zellen aus verschiedenen 
Spenderaugen. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: *P<0,05 
 
4.1.3. Wirkung von Hypoosmolarität und oxidativem Stress 
 
Zur Untersuchung der Wirkung von Hypoosmolarität auf die Genexpression von C9 wurden die 
kultivierten RPE-Zellen in einem Medium mit 60 % Osmolarität im Vergleich zum normalen F-
10 Medium, welches durch Zugabe von 40 % sterilem Wasser erzeugt wurde, für 2, 6 und 24 h 
stimuliert. Unter hypoosmotischen Bedingungen konnte eine signifikante Expressions-erhöhung 
von C9 nur bei der 6 h Inkubation nachgewiesen werden. Die hypoosmotische Stimulation für 2 
und 24 h zeigte keine Veränderung des Genniveaus (Abb. 11A). 
Für die Untersuchungen zur Regulation der C9 Expression unter oxidativem Stress 
wurden die RPE-Zellen in Anwesenheit von H2O2 (20 µM) für 2, 6 und 24 h kultiviert. Unter 
oxidativem Stress zeigte sich eine signifikante Erhöhung der Genexpression für C9 zu jedem 
Zeitpunkt im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 11B). 
 
 
Abb. 11: Wirkung von Hypoosmolarität und oxidativem Stress auf die C9 Expression in RPE-Zellen 
Die Zellen wurden 2, 6 und 24 h in einem hypoosmolaren Medium (+ 40 % H2O; A) oder in Anwesenheit von H2O2 
(20 M; B) stimuliert. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte ± SEM, die in 5-8 unabhängigen Experimenten mit 
RPE-Zellen aus verschiedenen Spenderzellen ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: *P<0,05. 
 
 
Abb. 10: Wirkung von Hyperosmolarität induziert durch Sucrose 
auf die Genexpression von C9 mRNA in kultivierten humanen 
RPE-Zellen 
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4.1.4. Wirkung von Hypoxie 
 
Um den Effekt von chemischer Hypoxie auf die Genexpression zu untersuchen, erfolgte die 
Zellstimulation in Anwesenheit von Cobaltchlorid (CoCl2) für 2, 6 und 24 h. Eine signifikante 
Erhöhung der Expression der C9 mRNA zeigte sich deutlich bei der 6 und 24 h Inkubation, wobei 
der Effekt nach 24 h deutlich stärker ausfiel (Abb. 12). 
 
Abb. 12: Wirkung von chemischer Hypoxie durch CoCl2 (150 M) nach 2, 6 und 24 h Inkubation auf das 
Expressionsniveau der C9 mRNA in RPE-Zellen 
Die chemische Hypoxie erhöht die C9 Genexpression in den Zellen nach 6 und 24 h signifikant im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle (1). Die gezeigten Werte sind Mittelwerte ± SEM, die in 9 unabhängigen Experimenten 
mit verschiedenen Spenderzellen ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: 
*P<0,05; **P<0,01. 
 
4.1.5. Gemeinsame Wirkung von CoCl2 und NaCl 
 
Weiterhin wurde untersucht, ob die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von NaCl und 
CoCl2 die Expression von C9 beeinflusst. Dafür wurden die RPE-Zellen für 2, 6 und 24 h mit 
beiden Substanzen stimuliert. Mit Hilfe der real-time RT-PCR konnte hier eine additive Wirkung 
von NaCl und CoCl2 auf die C9 Expression festgestellt werden. Nach 6 h Inkubation der Zellen 
im Medium mit NaCl und CoCl2 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der C9 mRNA Expression, 
der im Vergleich zur NaCl- bzw. CoCl2-Stimulation nochmals stärker (additiv) erhöht war (Abb. 
13). Zur besseren Vergleichbarkeit sind in Abbildung 13 die Ergebnisse für den Effekt von NaCl 
(Abb. 7) und CoCl2 (Abb. 12) nochmals gezeigt. Diese Ergebnisse könnten daraufhin weisen, 
dass die Effekte von NaCl bzw. CoCl2 auf die C9 Expression über verschiedene Signalwege in 
RPE-Zellen vermittelt werden. 
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Die kultivierten RPE-Zellen wurden bei alleiniger und 
gleichzeitiger Gabe von NaCl (100 mM) und CoCl2 
(150 M) für 2, 6 und 24 h stimuliert. NaCl und CoCl2 
haben eine additive Wirkung auf die Genexpression des 
Komplementfaktors C9. Die gezeigten Werte sind 
Mittelwerte ± Standardfehler, die in 9-11 unabhängigen 
Experimenten mit RPE-Zellen von verschiedenen 
Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied 
zur unstimulierten Kontrolle: *P<0,05. 
 
 
4.1.6. Wirkung von Zytokinen 
 
Untersucht wurden die Effekte verschiedener Zytokine, die bei der Pathogenese verschiedener 
Augenerkrankungen eine Rolle spielen, auf die Genexpression von C9. Dafür wurden die RPE-
Zellen mit VEGF, PDGF, Interleukin (IL)-1ß, TGFß-1 (transformierender Wachstumsfaktor-β1) 
und TNFα (Tumornekrosefaktor-α), jeweils 10 ng/ml, für 2, 6 und 24 h stimuliert. Dabei zeigte 
sich, dass die Expression durch die Zytokine IL-1ß, TGFß-1 und TNFα unbeeinflusst blieb, 
während durch die Wirkung von VEGF und PDGF eine Verkleinerung der Expression von C9 
nachgewiesen wurde. Eine signifikante Verringerung der C9 mRNA durch VEGF zeigte sich 
nach 24 h Stimulation der RPE-Zellen. Die PDGF-Stimulation bewirkte die größte 
Verminderung der C9 Genexpression nach 6 h (Abb. 14). 
 
Abb. 14: Wirkung von Zytokinen auf die Genexpression von C9 bei RPE-Zellen. 
Mit Hilfe von real-time PCR wurde das Expressionsniveau von C9 bei kultivierten RPE-Zellen ermittelt. Die 
Zellkulturen wurden für 2, 6 und 24 h mit VEGF (10 ng/ml), PDGF (10 ng/ml), IL-1ß (10 ng/ml), TGFß-1 (10 
ng/ml) und TNFα (10 ng/ml) stimuliert. Die Inkubation mit VEGF oder PDGF zeigte eine zeitabhängige 
Verringerung der Expression der C9 mRNA. Bei den Zytokinen IL-1ß, TGFß-1 bzw. TNFα konnte keine 
signifikante Veränderung der Genexpression nachgewiesen werden. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte ± 
Standardfehler, die in 7-8 (VEGF), 5 (PDGF), 4 (IL-1ß), 3 (TGFß-1) und 7 (TNFα) unabhängigen Experimenten 
mit RPE-Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten 
Kontrolle: ●P<0,05; ●●P<0,01. 
 
Abb. 13: Wirkung von Hyperosmolarität (NaCl) und 
chemischer Hypoxie (CoCl2) auf das Expressions-
niveau von C9 
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4.1.7. Wirkung von Serum- und Gerinnungsfaktoren sowie Glukose 
 
Desweitern wurde der Einfluss von Thrombin, aktiviertem Gerinnungsfaktor Xa, fötalem 
Kälberserum (FKS) und Glukose auf die Expression der C9 mRNA bei RPE-Zellen untersucht. 
Es konnte festgestellt werden, dass der aktivierte Blutgerinnungsfaktor Xa sowie eine erhöhte 
Glukosekonzentration im Medium keinen Effekt auf die Genexpression von C9 haben. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Thrombin-Stimulation nach 24 h Inkubation eine signifikante 
Verringerung der C9 Expression bewirkte. RPE-Zellen, die in Medium mit 10 % FKS inkubiert 
wurden, exprimierten bereits nach 2 h signifikant weniger C9 mRNA (Abb. 15). 
 
 
 
Abb. 15: Wirkung von Serum- und Gerinnungsfaktoren auf die Genexpression von C9 
Mit Hilfe von real-time PCR wurde die Expression der kultivierten RPE-Zellen untersucht, die für 2, 6 und 24 h 
mit Thrombin (10 U/ml), FXa (1 U/ml), 10 % FKS bzw. Glucose (25 mM) stimuliert wurden. Signifikante 
Verminderung der Genexpression konnte nur bei den Stimulationen mit Thrombin und FKS nachgewiesen werden. 
Die Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler, die in 5-6 (Thrombin), 4 (FXa), 5 (FKS) und 5-6 (Glukose) 
unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied 
zur unbehandelten Kontrolle: ●P<0,05; ●●P<0,01; ●●●P<0,001.  
 
 
4.1.8. Wirkung von Entzündungsmediatoren  
 
Um die Wirkung von Entzündungsfaktoren auf die Expression in humanen RPE-Zellen zu 
zeigen, untersuchten wir den Einfluss von Prostaglandin E2 (PGE2) und Arachidonsäure. Die 
Stimulation der Zellen mit Arachidonsäure bewirkte eine signifikante Verminderung der 
Genexpression von C9 nach 24 h. Die Anwesenheit von PGE2 im Kulturmedium zeigte, dass 
dieser Entzündungsfaktor die C9 Expression nach 24 h signifikant herunterreguliert (Abb. 16). 
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Humane Zellkulturen wurden für 2, 6 und 24 h in Anwesenheit von Arachidonsäure (5 M) bzw. Prostaglandin E2 
(10 ng/ml) inkubiert. Das Expressionsniveau wurde mit semiquantitativer real-time PCR ermittelt. Die Anwesenheit 
von Arachidonsäure bzw. PGE2 führte zu einer signifikanten Verkleinerung der Genexpression. Gezeigt werden 
Mittelwerte ± Standardfehler, die in 4 (Arachidonsäure) und 4-6 (PGE2) unabhängigen Experimenten mit Zellen von 
verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: ●P<0,05. 
 
4.1.9. Wirkung von Matrixmetalloproteinase und Triamcinolon 
 
In den folgenden Experimenten wurde untersucht, welche Effekte die Anwesenheit der Matrix-
metalloproteinase MMP2 oder des Kortikosteroids Triamcinolon, das klinisch zur Auflösung 
eines Makulaödems eingesetzt wird, auf die mRNA Expression von C9 haben. Die Anwesenheit 
von MMP2 zeigte keinen signifikanten regulatorischen Einfluss auf die Expression von C9 (Abb. 
17A). Hingegen konnte festgestellt werden, dass Triamcinolon zu einer verstärkten Expression 
von C9 mRNA nach 24 h führte (Abb. 17B). 
 
 
Abb. 17: Wirkung von MMP2 und Triamcinolon auf die Genexpression von C9 in kultivierten RPE-Zellen 
Die Stimulation der Zellkulturen erfolgte mit Matrixmetalloproteinase MMP2 (10 ng/ml) und Triamcinolon (50 M) 
für 2, 6 und 24 h. A MMP2 hatte keinen Effekt auf die Genexpression. B Die Zugabe von Triamcinolon führte zu 
einer Erhöhung der C9 Expression nach 24 h. Die Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler, die in 4 (MMP2) und 7 
(Triamcinolon) unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter 
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: ●P<0,05. 
 
Abb. 16: Wirkung von Entzündungsfaktoren auf die Expression von C9 mRNA 
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4.2. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Transkription und die Stabilität der C9 
mRNA 
 
In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die Erhöhung der Expression des 
Komplementfaktor C9 unter hyperosmolaren Bedingungen auf eine Stimulation der 
Gentranskription oder auf eine Veränderung der mRNA-Stabilität zurückzuführen ist. Die 
RPE-Zellen wurden mit Actinomycin D (ActD) inkubiert, das für eine hemmende Wirkung auf 
die RNA-Polymerase II bekannt ist (Sobell, 1985). Im ersten Teil dieser Untersuchungen 
wurden die RPE-Zellen mit Actinomycin D für 30 min vorinkubiert, um die RNA-Polymerase 
zu hemmen. Danach wurde NaCl für 6 h zugegeben, die RNA isoliert und die Expression mit 
real-time PCR analysiert. Die Kontrolle blieb unbehandelt. Durch die Wirkung von 
Actinomycin D verringerte sich die C9 mRNA Menge signifikant und verhinderte die Erhöhung 
der Expression durch die Wirkung von NaCl (Abb. 18A). Das deutet daraufhin, dass die 
verstärkte C9 mRNA Expression durch eine Erhöhung der Transkription des C9 Genes 
verursacht wird.  
 
 
Abb. 18: Effekt der Hemmung der Gentranskription auf die hyperosmotische C9 Genexpression in RPE-Zellen 
Mit real-time RT-PCR wurde das mRNA-Niveau ermittelt. A: Die Inhibition der RNA-Polymerase II durch 
Zugabe von Actinomycin D (ActD) verhinderte die Erhöhung der C9 mRNA durch NaCl. Die RPE-Zellen wurden 
für 30 min mit Actinomycin D (5 g/ml) vorinkubiert und anschließend für 6 h im hyperosmotischen Medium (+ 
100 mM NaCl) stimuliert. B: Die Stabilität der C9 mRNA zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der 
isoosmotischen Kontrolle und hyperosmolaren Stimulation (+ 100 mM NaCl). Die Zellkulturen wurden zunächst 
für 2 h in iso- und hyperosmotischen Medien stimuliert, gefolgt von der Zugabe von Actinomycin D (5 g/ml). 
Der Anteil an RNA wurde prozentual nach 0; 1,5; 3; 4,5 und 6 h nach Zugabe von Actinomycin D dargestellt. Die 
gezeigten Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler, die in 4 - 6 unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen von 
verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur isoosmotischen Kontrolle: ●P<0.05, 
●●P<0.01. Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ○○P<0.05 (A). Signifikanter Unterschied zur 0-h 
Kontrolle: ●P<0,05 (B).  
 
Im zweiten Teil dieser Untersuchungen sollte ermittelt werden, ob die C9 mRNA 
Stabilität durch die Wirkung von NaCl beeinflusst wird. Dafür wurden die Zellen mit NaCl 
oder sterilem Wasser für 2 h vorinkubiert und danach wurde Actinomycin D (5 µg/ml) 
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zugegeben. Die RNA wurde zum Zeitpunkt der Actinomycin Zugabe (0 h) und 1,5; 3; 4,5 und 
6 h nach Actinomycin Zugabe isoliert. Diese Experimente zur mRNA-Stabilität zeigten, dass 
die Zugabe von Actinomycin D nach 2 h iso- und hyperosmolarer Vorstimulation zu keinem 
signifikanten Unterschied in der Stabilität der C9 mRNA führte (Abb. 18B). Actinomycin D 
bewirkte unter beiden Bedingungen eine zeitabhängige Abnahme des Anteiles an C9 mRNA. 
6 h nach der Addition des Inhibitors der RNA-Polymerase II verringerte sich die C9 mRNA 
Menge um ~50 % unter hyperosmolarer Stimulation und um ~40 % im Kontrollmedium. Der 
Unterschied zwischen beiden ist nicht signifikant. Das deutet daraufhin, dass NaCl die Stabilität 
der C9 mRNA nicht beeinflusst. Ethanol, das als Lösungsmittel für Actinomycin D diente, hatte 
keinen Effekt auf die C9 mRNA Expression (kleines Diagramm Abb. 18B). 
 
4.3. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der 
Induktion der C9 mRNA unter Hyperosmolarität und Hypoxie in RPE-Zellen 
 
Um zu untersuchen, welche intrazellulären Signaltransduktionswege und Transkriptions-
faktoren an der Erhöhung der C9 mRNA Expression in humanen RPE-Zellen unter 
hyperosmolaren und hypoxischen Bedingungen beteiligt sind, wurden selektive Inhibitoren, die 
die Aktivierung von Proteinen verschiedener Signalwege und Transkriptionsfaktoren 
blockieren, verwendet. In Tabelle 2 sind die verwendeten Hemmer, ihr jeweiliges Zielprotein 
sowie die eingesetzte Konzentration aufgelistet. Die Beeinflussung der C9 mRNA Expression 
wurde mittels real-time RT-PCR ermittelt. Als Kontrollen dienten unbehandelte Zellen und 
Zellen, die in Anwesenheit von Dimethylsulfoxid (DMSO; 0,1%) kultiviert wurden. DMSO ist 
das Lösungsmittel für die getesteten pharmakologischen Inhibitoren. 
 
4.3.1. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der NaCl-
induzierten C9 mRNA Expression in RPE-Zellen  
 
Zur Identifizierung der Signalwege und Transkriptionsfaktoren, die die NaCl-induzierte C9 
Expression vermitteln, wurden die RPE-Zellen für 30 min mit den Hemmern vorinkubiert. 
Danach wurde dem Medium für 2 h NaCl zugegeben. Die C9 Genexpression wurde mittels 
real-time PCR bestimmt und die Veränderungen mit der unbehandelten Kontrolle und der 
NaCl-behandelten Kontrolle verglichen. Die pharmakologischen Hemmer und DMSO hatten 
unter Kontrollbedingungen keinen signifikanten Effekt auf die C9 mRNA Expression. Die 
NaCl-induzierte C9 Expression wurde durch die Wirkung der Hemmer der p38-
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mitogenaktivierte Proteinkinase (p38 MAPK-SB203580), extrazellular Signal-regulierte 
Kinase (ERK1/2-PD98059), c-Jun NH2-terminale Kinase (JNK–SP600125) und 
Phosphatidyinositol-3 Kinase (PI3K–LY294002) signifikant reduziert (Abb. 19). Der Hemmer 
der Matrixmetalloproteinase, 1,10 phenanthroline, beeinflusste die hyperosmolar induzierte C9 
mRNA Expression nicht (Abb. 19). Das wurde auch für die Inhibitoren der 
Transkriptionsfaktoren HIF-1(Hypoxie-induzierter Faktor 1HIF-Inhibitor)sowie NF-B 
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cellsCAPE) festgestellt. Stattic, 
ein Hemmer des Transkriptionsfaktors STAT3 (signal transducers and activators of 
transcription), verringerte die NaCl-induzierte C9 mRNA Expression im Vergleich zur NaCl 
Kontrolle signifikant (Abb. 19). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die NaCl-induzierte 
C9 mRNA Expressionserhöhung bei humanen RPE-Zellen über die Aktivierung verschiedener 
Signalwege vermittelt wird. 
 
 
Abb. 19: Beteiligung von intrazellulären Signalwegen und Transkriptionsfaktoren an der NaCl-induzierten C9 
Expression 
Das mRNA-Niveau wurde mit real-time RT-PCR ermittelt. Die RPE-Zellen wurden zunächst für 30 min mit der 
Hemmersubstanz vorinkubiert und anschließend für 2 h unter isoosmotischen (links) und hyperosmolaren (NaCl, 
+100 mM) Bedingungen (rechts) inkubiert. Die verwendeten Hemmersubstanzen sind in Tabelle 2 ersichtlich. 
Dimethylsulfoxid (DMSO; 1:1000) wurde als Vehikelkontrolle eingesetzt. Gezeigt werden Mittelwerte ± 
Standardfehler, die in 3-7 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: 
●P<0,05. 
 
4.3.2. Hyperosmolare Induktion der C9 mRNA: Einfluss des Transkriptionsfaktors 
NFAT5 
 
Es ist bekannt, dass der Transkriptionsfaktor NFAT5 (nuclear factor of activated T-cells) 
wichtig für das Überleben von Zellen unter hyperosmolaren Verhältnissen ist (Woo et al., 2002, 
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Hollborn et al., 2015). Deshalb wurden Untersuchungen durchgeführt, um die Funktion von 
NFAT5 bei der NaCl-induzierten C9 mRNA Expression zu testen. 
Zunächst wurde kontrolliert, ob die RPE-Zellen die RNA für den Transkriptionsfaktor 
NFAT5 exprimieren. Dafür wurde eine PCR mit cDNA aus zwei verschiedenen RPE-
Zelllinien, die aus verschiedenen Spendern gewonnen wurden, durchgeführt. Es konnte gezeigt 
werden, dass RPE-Zellen die mRNA für NFAT5 exprimieren (Abb. 20). 
 
 
Abb. 20: Bild einer Elektrophorese zur Kontrolle der entstandenen PCR-Produkte für das Gen des 
Transkriptionsfaktors NFAT5 
ACTIN dient als Kontrolle der Integrität der RNA. M = 100 bp Standard. 1, 2 RNA isoliert aus zwei verschiedenen 
RPE-Zelllinien. (-) negative Kontrolle – hier wurde steriles Wasser anstelle von cDNA als Probe verwendet. 
 
Zur Blockierung der Aktivität von NFAT5 wurde der Hemmer Rottlerin eingesetzt (Zhao et al., 
2002). Zusätzlich wurde zur Bestätigung der Ergebnisse mit Rottlerin eine siRNA eingesetzt, 
die gegen die NFAT5 mRNA gerichtet ist.  
Die RPE-Zellen wurden mit Rottlerin 30 min vorinkubiert und danach wurde NaCl für 
2 h zugegeben. DMSO (Vehikel) und Rottlerin hatten unter Kontrollbedingungen keinen 
Einfluss auf die C9 mRNA Expression. Die NaCl-induzierte C9 Expression wurde durch die 
Wirkung von Rottlerin gehemmt (Abb. 21A). 
Für die siRNA Experimente wurde zunächst untersucht, wie stark die NFAT5 mRNA 
durch die Wirkung der siRNA gehemmt wurde. Dafür wurden RPE-Zellen mit der siRNA 
transfiziert, d.h. die Zellen wurden in Anwesenheit eines Komplexes aus siRNA und 
Transfektionsreagenz für 24 h in Medium F-10+10 % FKS unter Normalbedingungen 
kultiviert. Danach wurde aus den Zellen RNA isoliert und die NFAT5 mRNA Expression mit 
real-time PCR analysiert. Gefunden wurde, dass unter den beschriebenen Bedingungen die 
NFAT5 mRNA Menge im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle um ca. 50 % reduziert war. 
Die siRNA Kontrolle ohne Target (siNon) war ohne Effekt (Abb. 21B). 
Davon ausgehend wurde zuerst die NFAT5 mRNA Expression durch siNFAT5 
blockiert und danach wurde für 2 h NaCl zur Kultur dazugegeben. Eine siRNA ohne Target 
(siNon) diente als Kontrolle. Verglichen wurden die Ergebnisse mit der NaCl-Kontrolle. Mit 
dieser Methode konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der C9 mRNA Expression 
nachgewiesen werden (Abb. 21D). 
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Abb. 21: Abhängigkeit der hyperosmolaren C9 mRNA Expression vom Transkriptionsfaktor NFAT5 
A: Der Inhibitor Rottlerin (10 µM) verhindert die Erhöhung der C9 Expression durch NaCl. Die RNA Menge wurde 
mit real-time PCR ermittelt. B: Die Transfektion von RPE-Zellen mit einer siRNA gegen NFAT5 (siNFAT; 10 nM) 
bewirkt eine Verringerung der NFAT5 Expression um ca. 50%. Eine siRNA ohne Zielsequenz (siNon) war ohne 
Wirkung. C: Die Expression der C9 mRNA wurde unter Kontrollbedingungen, d.h. durch das Transfektionsreagenz 
(TR) und die siRNAs nicht beeinflusst. D: Die Hemmung der NFAT5 mRNA durch die Wirkung von siNFAT5 
reduziert die C9 mRNA Menge in Zellen, die 2 h in hyperosmolarem Medium kultiviert wurden. Als Kontrolle 
diente eine siRNA, die an keine Zielsequenz bindet, siNon (10 nM). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± 
Standardfehler aus 3-5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern gezeigt. Signifikanter 
Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ●P<0,05. 
 
Die eingesetzten siRNAs sowie das Transfektionsreagenz (TR) hatten keinen 
signifikanten Effekt auf die C9 Genexpression unter Kontrollbedingungen (Abb. 21C). Das 
deutet darauf hin, dass der Transkriptionsfaktor NFAT5 bei der Induktion der C9 mRNA unter    
hyperosmolaren Verhältnissen eine Rolle spielt.  
 
4.3.3. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der 
Hypoxie-induzierten C9 mRNA Expression bei RPE-Zellen 
 
In den vorrangegangenen Untersuchungen wurde ein stimulierender Effekt hypoxischer 
Bedingungen (erzeugt durch CoCl2) auf die C9 mRNA Expression bei den RPE-Zellen nach 24 
h Stimulationsdauer nachgewiesen. Deshalb erschien es interessant, die intrazellulären 
Signalwege und Transkriptionsfaktoren, die bei der Hypoxie-induzierten Genexpression von 
C9 eine Rolle spielen, zu identifizieren. Nach Vorinkubation der RPE-Zellen mit den selektiven 
Hemmern für 30 min wurde CoCl2-Medium zur Erzeugung einer chemischen Hypoxie 
zugegeben und die Zellen weitere 24 h stimuliert. Die ermittelte Genexpression wurde mit der 
unbehandelten und der CoCl2-Kontrolle verglichen. Die selektiven Inhibitoren und DMSO 
hatten unter Kontrollbedingungen keinen signifikanten Einfluss auf die C9 mRNA Expression. 
Die Hemmer der Signalwege, die unter hyperosmolaren Bedingungen die C9 Expression 
verringern, zeigten unter hypoxischen Bedingungen keinen regulierenden Effekt auf die C9 
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Genexpression (Abb. 22). Die Blockierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und HIF 
bewirkte ebenfalls keine Veränderung der C9 Genexpression (Abb. 22). Allein der STAT3-
Inhibitor Stattic vermittelte eine signifikante Verminderung der C9 mRNA (Abb. 22) im 
Vergleich zur CoCl2-Kontrolle. Das könnte bedeuten, dass der Transkriptionsfaktor STAT3 für 
die Erhöhung der C9 mRNA Expression unter hypoxischen Bedingungen von Bedeutung ist. 
 
 
Abb. 22: Aktivierung von intrazellulären Signaltransduktionswegen und Transkriptionsfaktoren bei hypoxischer 
C9 Expression 
Das mRNA-Niveau wurde mit real-time RT-PCR in Zellkulturen ermittelt. Die RPE-Zellen wurden zunächst für 30 
min mit der Hemmersubstanz vorinkubiert und anschließend für 24 h unter isoosmotischen (links) und hypox-ischen 
(CoCl2; 150 M) Bedingungen (rechts) inkubiert. Die verwendeten Hemmersubstanzen sind in Tabelle 9 ersichtlich. 
Dimethylsulfidoxid (DMSO; 1: 1000) wurde als Kontrollmedium eingesetzt. Gezeigt werden Mittelwerte ± 
Standardfehler die in 3-7 unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. Signifikanter Unterschied zur CoCl2-Kontrolle: 
●P<0,05. 
 
4.4. Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch Hyperosmolarität bzw. Hypoxie 
 
Die Aktivierung von intrazellulären Signalkaskaden ist entscheidend für die Übertragung von 
Signalen. Sie wird durch die Phosphorylierung bestimmter Aminosäurereste an den 
entsprechenden Proteinen vermittelt. Zur Ermittlung der Aktivierung intrazellulärer 
Signalwege wurden Western Blots unter Verwendung phospho-spezifischer Antikörper 
durchgeführt. 
Hierfür wurde der Aktivierungsgrad von drei Proteinkinasen untersucht: p38 MAPK 
(p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase), ERK1/2 (extrazellulär Signal-regulierte Protein-
kinasen 1 and 2) und Akt. Die p38 MAPK ist ein Protein des p38 MAPK-Signalweges (Zarubin 
und Han 2005), der für Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Migration und Apoptose von 
Bedeutung ist. Der MAPK-Signalweg (mitogen-aktivierte Proteinkinase), zu dem die Proteine 
ERK1/2 zählen, spielt bei Zellproliferation und Differenzierung eine Rolle. Akt ist eine 
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Effektorkinase des Phosphatidylinositol-3-kinase/Akt-Signalweges, der unter anderem beim 
Zellwachstum und Apoptose eine Rolle spielt. Die Aktivierung von Signalproteinen ist ein sehr 
schnell verlaufender Prozess. Deshalb wurden die RPE-Zellen nur 20 min in Anwesenheit von 
NaCl oder CoCl2 inkubiert. Bekannt ist, dass PDGF die Phosphorylierung dieser drei 
Proteinkinasen induziert (Hollborn et al., 2006). Folglich wurden Zellextrakte von RPE-Zellen, 
die mit PDGF (10 ng/ml) stimuliert wurden, als Positivkontrolle eingesetzt. Dieser PDGF-
Effekt konnte mit diesen Untersuchungen reproduziert werden (Abb. 23). Die Stimulation der 
RPE-Zellen mit NaCl für 20 min erhöhte den Phosphorylierungsgrad der p38 MAPK und der 
ERK1/2, während durch chemische Hypoxie (CoCl2) keine Veränderung feststellbar war. Das 
Gleiche wurde auch für die Stimulation der RPE-Zellen mit NaCl und CoCl2 für 20 min gezeigt. 
Das könnte darauf hinweisen, dass nur die hyperosmolaren Bedingungen zur Aktivierung des 
p38 MAPK- bzw. des MAPK-Signalweges führen. Diese Signalwege könnten auch an der 
NaCl-induzierten C9 mRNA Expression beteiligt sein. Das Akt-Protein blieb unter den 
gewählten Versuchsbedingungen unverändert (Abb. 23). 
 
Die Zellen wurden 20 min in Anwesenheit der Stimulanzien 
kultiviert. NaCl, NaCl+CoCl2 sowie PDGF bewirkten eine 
Phosphorylierung der p38 MAPK- (oben) und ERK1/2-Proteine 
(Mitte) in kultivierten humanen RPE-Zellen. CoCl2 hatte keinen 
Einfluss auf die Aktivierung der untersuchten Signalproteine. Die 
Phosphorylierung des Akt-Proteins konnte nur durch PDGF 
erhöht werden. Ko: unstimulierte Kontrolle. Die Stimulation mit 
PDGF diente als Positivkontrolle. GAPDH und die 
Gesamtproteine (p38 MAPK, ERK1/2, Akt) dienten als 
Ladekontrolle. 
 
 
 
 
 
4.5. Wirkung von Hyperosmolarität auf das C9 Protein 
 
Da nachgewiesen werden konnte, dass Hyperosmolarität bzw. Hypoxie signifikant die 
Expression der C9 mRNA erhöhten (Abb. 12), wurde untersucht, ob unter den gewählten 
Bedingungen auch das C9 Protein in den RPE-Zellen verstärkt gebildet wird. Dafür wurden 
Western Blots mit anti C9 Antikörpern durchgeführt. In ersten Experimenten wurde untersucht, 
ob diese Methode zum Nachweis des C9 Proteins geeignet ist. Dafür wurden Extrakte aus 
Abb. 23: Wirkung von CoCl2, NaCl sowie NaCl+CoCl2 auf den 
Phosphorylierungsgrad von Proteinkinasen bei humanen RPE-
Zellen 
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kultvierten RPE-Zellen bzw. aus Spendernetzhäuten hergestellt und in verschiedenen 
Proteinkonzentrationen für die Western Blot Analyse eingesetzt. Das C9 Protein konnte in 
RPE- und neuronalen Retinazellen nachgewiesen werden (Abb. 24A). Die Negativkontrollen 
ohne Zugabe des 1. AK (Abb. 24B) bzw. mit Zugabe von rabbit Immunglobulin G (Abb. 24C) 
zeigte keine Bande mit einer Größe von 63 kDa in den Western Blots. Somit wurde die 
Spezifität des C9 Antikörpers nachgewiesen. 
 
 
Abb. 24: Nachweis des C9 Proteins in RPE- und neuralen Retinazellen durch Western Blot 
A Es wurden 45 µg Gesamtprotein im Fall der RPE-Zellen und 40 µg (Ret 40) bzw. 30 µg (Ret 30) des totalen 
Proteins im Fall der Netzhäute verwendet. B Kontrolle durchgeführt ohne den 1. Antikörper. C Kontrolle, bei der 
rabbit IgG anstelle des 1. Antikörpers eingesetzt wurde. 
 
Da der C9 Protein-Nachweis mittels Western Blot möglich war, wurde untersucht, ob die 
Ergebnisse zur NaCl induzierten C9 mRNA Expression auch auf Proteinebene bestätigt werden 
können.  
 
Abb. 25: Einfluss von hyperosmolaren Verhältnissen auf das C9 Protein 
A Dargestellt sind die C9 Protein Mengen in Zellextrakten von RPE-Zellen, die für 6 h unter hyperosmolaren (NaCl) 
und Kontrollbedingungen (Ko) kultiviert wurden. GAPDH dient als Ladekontrolle. B Densitometrische 
Bestimmung der C9 Protein Menge. Die Werte wurden mit dem GAPDH-Protein normalisiert und zur 
unbehandelten Kontrolle (100 %) ins Verhältnis gesetzt. Diese Experimente wurden mit RPE-Zellen aus 4 
verschiedenen Spendern durchgeführt. Gezeigt ist der Mittelwert ± Standardfehler. Signifikanter Unterschied zur 
unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. 
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Dafür wurden RPE-Zellen für 6h in Anwesenheit von NaCl kultiviert und danach zytosolische 
Zellextrakte hergestellt. Die Kontrollen blieben unbehandelt. Festgestellt wurde, dass der Gehalt 
an C9 Protein in den NaCl-behandelten Zellkulturen leicht aber signifikant erhöht war (Abb. 25A 
und B). Damit konnten die mRNA Ergebnisse auch auf Proteinebene bestätigt werden. 
 
4.6. Wirkung von Hyperosmolarität auf die physiologischen Eigenschaften der RPE-
Zellen 
 
Um den Einfluss von Hyperosmolarität auf die physiologischen Eigenschaften der RPE-Zellen 
zu untersuchen, wurden der Effekt von NaCl auf die Proliferation, Migration und Vitalität der 
Zellen getestet. 
 
4.6.1. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellproliferation 
 
Die Wirkung auf die Proliferation der RPE-Zellen wurde über den Einbau von BrdU in die 
DNA wachsender Zellen ermittelt. Dafür wurden die Zellen in Anwesenheit von NaCl 
(Hyperosmolarität) und CoCl2 (chemische Hypoxie) für 20 h kultiviert. Danach wurde BrdU 
für weitere 4 h zugegeben und die Einbaurate, die Aussagen über das Zellwachstum ermöglicht, 
mittels ELISA ermittelt.  
 
Die Zellen wurden für 24 h in Anwesenheit der Stimulanzien inkubiert. Die 
eingesetzten NaCl-Konzentrationen sind an den Säulen ersichtlich. Zusätzlich 
wurden die Zellkulturen mit CoCl2 (150 M) und PDGF (10 ng/ml) stimuliert. 
Die Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler, die in 4 unabhängigen 
Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. 
 
 
 
 
 
Die Anwesenheit von NaCl (Abb. 26) zeigte eine konzentrationsabhängige Abnahme 
der Zellproliferationsrate. Signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle wurden 
bereits bei Zugabe von 10 mM NaCl zum Medium ermittelt. Eine Verringerung der 
Proliferationsrate bei den RPE-Zellen konnte auch unter hypoxischen Bedingungen 
nachgewiesen werden (Abb. 26). PDGF wurde als Positivkontrolle verwendet und bestätigte 
Abb. 26: Wirkung von Hyperosmolarität, CoCl2 und PDGF auf die 
Proliferation bei RPE-Zellen 
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früher beschriebene proliferationsstimulierende Wirkung von PDGF auf RPE-Zellen (Hollborn 
et al., 2006). 
 
4.6.2. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellmigration 
 
Als Zellmigration wird die aktive Wanderung von Zellen bezeichnet. Für diese Untersuchungen 
wurden die Zellen 6 h in Anwesenheit von verschiedenen NaCl-Konzentrationen sowie CoCl2 
(150 µM) inkubiert. Außerdem wurde der Effekt eines hypoosmolaren Mediums (+ 40% H2O) 
getestet. Die Zugabe von NaCl bewirkte eine Reduktion der Zellmigration, die besonders bei 
stärkerer Hyperosmolarität (> Zugabe von 50 mM NaCl) signifikante Unterschiede im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erbrachte (Abb. 27). Es konnte keine Veränderung der 
Zellmigrationsrate durch chemische Hypoxie bzw. Hypoosmolarität nachgewiesen werden 
(Abb. 27). PDGF ist für seine mitogene Wirkung bei RPE-Zellen bekannt und wurde deshalb 
als Positivkontrolle bei diesen Untersuchungen eingesetzt. 
 
 
Die Konzentrationen NaCl (in mM) sind an den Säulen ersichtlich. 
Zusätzlich wurden die Zellkulturen mit H2O (+ 40%), CoCl2 (150 M) 
und PDGF (10 ng/ml) stimuliert. Die Daten sind Mittelwerte ± 
Standardfehler die in 5 unabhängigen Experimenten mit Zellen von 
verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur 
unbehandelten Kontrolle: *P<0,05. 
 
 
 
 
4.6.3. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Zellvitalität 
 
Da in Anwesenheit von NaCl bzw. CoCl2 im Medium eine Verringerung der Proliferations-rate 
bei den RPE-Zellen festgestellt wurde, lag die Vermutung nahe, dass beide Substanzen toxische 
Effekte auf die RPE-Zellen haben könnten. Deshalb wurden die Wirkung von Hyperosmolarität 
und Hypoxie auf die Vitalität der RPE-Zellen untersucht. Die Stimulation der Zellen für 6 h 
unter hyperosmolaren Bedingungen zeigte eine konzentrationsabhängige Verringerung der 
Zellvitalität, die bei höherer NaCl-Dosis signifikant verstärkt wurde. Nach 24 h Stimulation der 
Zellen unter Hyperosmolarität erhöhte sich der Anteil toter Zellen geringfügig im Vergleich zu 
Abb. 27: Wirkung von Hyperosmolarität, sowie Hypoosmolarität, CoCl2 
und PDGF auf die Zellmigration der RPE-Zellen 
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den 6 h Resultaten (Abb. 28). Festzustellen ist, dass der Anteil toter Zellen nicht mit der 
Verringerung der Proliferationsrate korreliert. Der Anteil toter Zellen beträgt nach 24 h in 
Anwesenheit von 100 mM NaCl ca. 15 %, während die Proliferationsrate unter den gleichen 
Bedingungen um ca. 80 % verringert war. Somit kann davon ausgegangen werden, dass NaCl 
eine proliferationshemmende Wirkung bei RPE-Zellen hat. Die Zugabe von CoCl2 zum 
Medium zeigte keine signifikante Veränderung der Zellvitalität nach 24 h (Abb. 28). 
 
 
Abb. 28: Wirkung von Hyperosmolarität und Hypoxie (Zugabe von CoCl2) auf die Zellvitalität in RPE-Zellen 
Die Konzentrationen von NaCl (in mM) für die 6 und 24 h Inkubation sind in den Säulen ersichtlich. Zusätzlich 
wurden die Zellkulturen mit CoCl2 (150 M) stimuliert. Die Daten sind Mittelwerte ± Standardfehler, die in 7 
unabhängigen Experimenten mit Zellen von verschiedenen Spendern ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied 
zur unbehandelten Kontrolle: *P<0,05.  
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5. DISSKUSION 
 
Die AMD ist die Hauptursache für irreversible Schädigungen des Sehvermögens bis hin zur 
Erblindung bei älteren Menschen (> 55 Jahre) in den Industrieländern (Congdon et al., 2003; 
Van Leeuwen et al., 2003a; Klein et al., 2007a).  
Ein Risikofaktor der AMD ist die systemische Hypertension (Hyman et al., 2000; 
Fraser-Bell et al., 2008; Klein et al., 2010). Eine Ursache für die Hypertonie kann eine 
verstärkte Zufuhr von Kochsalz sein, die eine erhöhte Osmolarität des Blutes zur Folge hat 
(Lifton et al., 2001). Ebenso entscheidend für die Entwicklung der AMD ist die lokale 
Aktivierung des alternativen Komplementsystems (Johnson et al., 2001; Anderson et al., 2002). 
Bekannt ist, dass es bei dieser chronisch entzündlichen Erkrankung zur Ansammlung von 
Komplementproteinen und deren Aktivierungsprodukten innerhalb der Drusen und im 
Netzhautgewebe kommt (Nozaki et al., 2002; Seth et al., 2008). Deshalb wurde in der 
vorliegenden Arbeit die osmotische Regulation der Genexpression von Komplementfaktoren 
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Expression des Komplementfaktors C9 in 
humanen kultivierten RPE-Zellen am stärksten beeinflusst wird. Deshalb konzentrierten sich 
alle weiterführenden Untersuchungen auf C9. Es wurden die Signalwege, die an der 
Vermittlung der hyperosmolaren und hypoxischen Effekte beteiligt sind, analysiert, und die 
Wirkung von hohem NaCl-Gehalt auf die Physiologie der kultivierten RPE-Zellen wurde 
geprüft.  
 
5.1. Wirkung von Hyper-, Hypoosmolarität, Hypoxie und oxidativem Stress auf die 
Genexpression von C9 in humanen RPE-Zellen  
 
Kultivierte humane RPE-Zellen enthalten Transkripte für die Komplementfaktoren 3, 5, 9, H 
und B (Abb. 6). Diese Erkenntnisse werden durch frühere Studien bestätigt (Wang et al., 2009; 
Luo et al., 2013; Dott, 2012). 
In den Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde eine starke Erhöhung der Genexpression 
des Komplementfaktors C9 in humanen RPE-Zellen unter hyperosmotischen Bedingungen 
bereits nach 2 h Stimulationsdauer nachgewiesen. Die hyperosmotischen Bedingungen wurden 
erzeugt, indem zum Kulturmedium der RPE-Zellen NaCl (+ 100 mM) oder Sucrose (+100 mM) 
zugegeben wurde. Die hyperosmotische Induktion ist relativ spezifisch für die C9 mRNA, da 
die Stimulation der Zellen unter gleichen Bedingungen zu geringen bzw. keinen Veränderungen 
des mRNA-Levels der Komplementfaktoren C3, C5, CFH und CFB führte (Abb. 7). Deshalb 
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wurden alle anschließenden Untersuchungen mit dem Fokus auf C9 durchgeführt. Die 
Erhöhung der C9 mRNA Expression war abhängig von der eingesetzten NaCl-Dosis (Abb. 9) 
und bereits durch Zugabe von 10 mM NaCl zum Kulturmedium wurde eine signifikant erhöhte 
C9 mRNA Menge bei kultivierten RPE-Zellen nachgewiesen. Die Erhöhung der Osmolarität 
des Mediums durch Zugabe von Sucrose hatte ebenfalls den Anstieg der C9 Expression zur 
Folge (Abb. 10). Jedoch wurden Expressionsunterschiede in Abhängigkeit von der Dauer der 
Stimulation festgestellt. Nach Zugabe von NaCl wird ein Maximum der C9 mRNA Expression 
nach 6 h beobachtet, während durch Zugabe von Sucrose das Maximum bereits nach 2 h 
erreicht war (Abb. 10). Dies lässt vermuten, dass die NaCl-induzierte C9 Genexpression bei 
den humanen RPE-Zellen über zwei Mechanismen vermittelt wird: über die erhöhte 
extrazellulärer Osmolarität, und über eine Veränderung des NaCl-Membrangradienten.  
Weiterhin wurde die Wirkung von Hypoosmolarität (+ 40 % H2O) und oxidativem 
Stress (+ 20 µM H2O2) auf die Genexpression von C9 in RPE-Zellen untersucht. Die 
Genexpression von C9 verstärkte sich signifikant sowohl unter hypoosmotischer Stimulation 
(Abb. 11A) als auch unter oxidativem Stress (Abb. 11B). Oxidativer Stress ist ein wesentlicher 
Faktor bei der Pathogenese der AMD (Beatty et al., 2000). Thurman et al. (2009) konnten eine 
erhöhte Aktivierung des alternativen Komplementsystems unter oxidativem Stress bei ARPE-
19-Zellen nachweisen. An einem anderen System (isolierten Ratten Herzen) konnten Tanhehco 
et al. (2000) zeigten, dass durch freie Radikale die Transkription des C9 Gens verstärkt wurde. 
Unsere Ergebnisse unterstützen bisherige Erkenntnisse zur Rolle der Komplementaktivierung 
bei der Entwicklung der AMD.  
Hypoxie ist der maßgebliche Faktor für die Entstehung von fibrovaskulären Netzhaut-
erkrankungen (Joussen et al. 2003). In den Experimenten zur Wirkung von chemischer 
Hypoxie, induziert durch CoCl2, bei kultivierten RPE-Zellen, zeigte sich ein signifikanter 
Anstieg der C9 mRNA nach 6 und 24 h Stimulationsdauer (Abb. 12). Somit können hypoxische 
Verhältnisse auch zur Aktivierung des Komplementsystems beitragen, was durchaus auch eine 
Verschlimmerung der pathologischen Veränderungen bei fibrovaskulären Netzhaut-
erkrankungen zur Folge haben kann. Da auch die Stimulation mit NaCl zu einer verstärkten C9 
Genexpression führte, war die Klärung der Frage, ob die Kultivierung der Zellen in 
Anwesenheit von NaCl und CoCl2 die bekannten Effekte verstärkt, von Interesse. Hierbei zeigte 
sich, dass die Stimulation mit NaCl und CoCl2 zu einer additiven Erhöhung der Expression von 
C9 nach 6 h führt (Abb. 13). Diese additive Expressionserhöhung der C9 mRNA lässt vermuten, 
dass die Wirkung von NaCl bzw. CoCl2 über die Aktivierung verschiedener Signalwege in den 
RPE-Zellen vermittelt wird.  
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5.2. Wirkung ausgewählter Mediatoren auf die Genexpression von C9 in RPE-Zellen 
 
Zytokine haben einen wichtigen Anteil an der Entstehung von verschiedenen 
Augenerkrankungen (Kvanta et al., 1996; Kliffen et al., 1997; Nagineni et al., 2005; Pertovaara 
et al., 1994, Tanihara et al., 1994; Hollborn et al. 2005). Deshalb untersuchten wir die Wirkung 
von VEGF, PDGF, IL-1ß, TGFß-1 und TNFα auf die C9 Expression. Dabei zeigte sich, dass 
die Stimulation mit den Zytokinen IL-1ß, TNFα (Entzündungsmediatoren) bzw. TGFß-1 
(Funktionen bei Zelldifferenzierung, -proliferation, Immunsuppression) keinen signifikanten 
Einfluss auf die Expression von C9 hatte (Abb. 14). Ähnliche Ergebnisse zur Wirkung von IL-
1ß und TNFα auf die Genexpression von C9 wurden bereits bei neuronalen Zellen beschrieben 
(Klegeris et al. 2001). Eine zeitabhängige Verringerung des C9 Levels bewirkten in unseren 
Experimenten VEGF und PDGF (Abb. 14). 
In den Untersuchungen zur Wirkung der Serum- und Gerinnungsfaktoren auf die 
Expression von C9 in den RPE-Zellen zeigten sich keine Effekte auf die Genexpression durch 
den aktivierten Gerinnungsfaktor Xa und die erhöhte Glukosekonzentration im Medium (Abb. 
15). Die Anwesenheit von Thrombin führte nach 24 h Inkubation zu einer signifikanten 
Verringerung des C9 Levels (Abb. 15), ebenso wie die Stimulation in Medium mit 10 % FKS, 
die eine frühzeitige (nach 2 h) Verkleinerung des Expressionsniveaus bewirkte (Abb. 14).  
Die untersuchte Wirkung von Entzündungsfaktoren zeigte, dass Prostaglandin E2 bzw. 
Arachidon-säure eine signifikante Verringerung der C9 Expression in den RPE-Zellen nach 24 
h Stimulationsdauer verursachten (Abb. 16). 
Matrixmetalloproteinasen sind extrazellulär vorkommende Enzyme, die die Spaltung 
von Peptidbindungen katalysieren und auch bei der diabetischen Retinopathie von Bedeutung 
sind (Kowluru RA et al., 2012). Die Matrixmetalloproteinase MMP2 zeigte unter den 
Testbedingungen keinen regulatorischen Effekt auf die mRNA Expression von C9 (Abb. 17A).  
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression der C9 mRNA in den RPE-Zellen relativ 
spezifisch durch Hyperosmolarität, Hypoxie bzw. oxidativen Stress erhöht wird, während 
diverse inflammatorische Faktoren, Wachstumsfaktoren, Koagulationsfaktoren keine 
Veränderung oder eine Verringerung der C9 mRNA Menge zur Folge hatten. Unsere Resultate 
stimmen mit Studien, die in anderen Zellsystemen durchgeführt wurden, überein. Diese zeigten 
den verstärkten Einfluss von freien Radikalen auf die Transkription des Komplement-faktors 
C9 (Tanhehco et al., 2000) und den durch Ischämie-Reperfusion induzierten Anstieg der 
Genexpression von C9 im Herzen (Yasjima et al., 1998). Klegeris et al. (2001) konnten in ihren 
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Untersuchungen ebenfalls keinen Einfluss von inflammatorischen Wachstumsfaktoren wie 
TNFα und IL-1ß auf die C9 Genexpression feststellen. 
Weiterhin konnte eine induzierende Wirkung von Triamcinolon auf die C9 mRNA 
Expression festgestellt werden. (Abb. 17B). Das lässt vermuten, dass die Wirkung des anti-
inflammatorischen Kortikosteroids, das klinisch zur Auflösung von Ödemen eingesetzt wird, 
durchaus auch unerwünschte Effekte haben könnte. Eine Studie von Ding et al. (2011) belegt, 
dass es bei der Therapie mit Triamcinolon durchaus zu Nebenwirkungen kommen kann. 
 
5.3. Wirkung von Hyperosmolarität auf die Stabilität der C9 mRNA 
 
In den Experimenten zur Wirkung von hyperosmolarem Stress auf die Stabilität der C9 mRNA 
wurde überprüft, ob die NaCl-induzierte Genexpression durch Veränderungen der C9 mRNA 
Stabilität verursacht wird. Durch die Wirkung des RNA-Polymerase II Hemmers, Actinomycin 
D, konnte zum einen gezeigt werden, dass die NaCl induzierte Zunahme der C9 mRNA Menge 
durch eine Erhöhung der Transkription des C9 Gens verursacht wird (Abb. 18A) und dass 
hyperosmolare Bedingungen die Stabilität der C9 mRNA nicht verändern (Abb. 18B). Dabei 
verhinderte zum einen die Präinkubation der RPE-Zellen mit Actinomycin D die Induktion der 
C9 Genexpression durch NaCl. Zum anderen reduzierte die Wirkung von Actinomycin D unter 
Kontrollbedingungen die C9 mRNA Menge in den RPE-Zellen nach 6 h auf ca. 55 % im 
Vergleich zum Zeitpunkt 0 h. Nach Vorstimulation der Zellen mit NaCl und anschließender 
Zugabe von Actinomycin D wurde eine Reduktion der C9 mRNA auf ca. 50 % festgestellt. Der 
Unterschied zwischen beiden Behandlungen war nicht signifikant.  
Ähnliche Untersuchungen wurden bei RPE-Zellen für den Wachstumsfaktor VEGF und 
den Wasserkanal Aquaporin-5 (AQP5) durchgeführt (Hollborn et al, 2015). Auch hier konnte 
kein Effekt von NaCl auf die Stabilität der AQP5 bzw. VEGF-A mRNA nachgewiesen werden. 
 
5.4. Beteiligung intrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren an der NaCl- 
bzw. CoCl2-induzierten C9 mRNA Expression in RPE-Zellen 
 
Mit diesen Untersuchungen sollten die Signalwege, die die Erhöhung der C9 Expression unter 
hyperosmolaren bzw. hypoxischen Verhältnissen vermitteln, identifiziert werden. Dafür 
wurden selektive Hemmer, die spezifisch die Aktivierung von Signalproteinen inhibieren, 
eingesetzt. In diese Versuche wurden u.a. Signalproteine, wie die p38 MAPK, die ERK1/2, die 
c-Jun NH2-terminale Kinase (JNK) sowie die Phosphatidyl-insositol-3 Kinase (PI3K), 
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einbezogen, die bei der Vermittlung der Signale für Zellproliferation, -migration, -
differenzierung und Apoptose eine wichtige Rolle spielen. Die PI3K ist ein Effektorprotein des 
Akt-Signalweges, der ebenfalls eine Schlüsselrolle bei der Regulation zellulärer Prozesse 
innehat. 
Für die Regulation der NaCl-induzierten Expression von C9 konnte eine Beteiligung 
der p38 MAPK (SB203580), ERK1/2 (PD98059), JNK (SP600125) und PI3K (LY294002) 
ermittelt werden (Abb. 19). Im Gegensatz dazu wurde bei der Erhöhung der C9 Expression 
unter hypoxischen Bedingungen kein regulatorischer Effekt von p38 MAPK, ERK1/2, JNK 
und PI3K nachgewiesen (Abb. 22). Das deutet daraufhin, dass die Erhöhung der C9 Expression 
unter hyperosmolaren bzw. hypoxischen Bedingungen über verschiedene intrazelluläre 
Signaltransduktionswege reguliert wird. 
Diese Vermutung wird durch die additive Erhöhung der C9 Expression bei RPE-Zellen, 
die in Anwesenheit von NaCl und CoCl2 im Medium kultiviert wurden, bekräftigt (Abb. 13). 
Ein additiver Effekt deutet ebenfalls auf die Aktivierung von verschiedenen Signalwegen hin. 
Außerdem wurden auch variierende Zeitabhängigkeiten für die Effekte von NaCl (Maximum 
nach 6 h) und CoCl2 (Maximum nach 24 h) auf die C9 Expression ermittelt, die diese 
Vermutung zusätzlich stützen.  
Daneben wurde die Rolle von Transkriptionsfaktoren (Proteine, die die Transkription 
aktivieren oder hemmen) bei der NaCl- bzw. Hypoxie-induzierten C9 mRNA Expression 
analysiert. Durch die Wirkung des STAT3-Hemmers, Stattic (Schust et al., 2006), konnte die 
C9 mRNA Menge unter hyperosmolaren bzw. hypoxischen Bedingungen signifikant reduziert 
werden (Abb. 19, Abb. 22). Das deutet daraufhin, dass die Transkription des C9 Gens in RPE-
Zellen unter beiden Bedingungen zum Teil durch den Transkriptionsfaktor STAT-3 aktiviert 
wird.  
Studien zeigten, dass in verschiedenen Zellsystemen die VEGF-Transkription durch 
HIF-1 unter hyperosmotischen Bedingungen aktiviert wurde (Zhou et al., 2007; Hollborn et al., 
2015). In unseren Untersuchungen veränderte der HIF-Inhibitor (Hemmer der Transkriptions-
faktoren HIF-1α, Lee et al., 2007) unter keiner der getesteten Bedingungen die induzierte C9 
Expression. Auch der NF-B Inhibitor, CAPE (Natarajan et al., 1996) hatte keinen 
regulatorischen Effekt auf die Genexpression der C9 mRNA weder unter hyperosmolaren noch 
unter hypoxischen Bedingungen (Abb. 19, Abb. 22). Das deutet daraufhin, dass weder HIF-1 
noch NFB an der Regulation der C9 mRNA Expression unter den getesteten Bedingungen 
beteiligt sind. 
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5.5. Einfluss des Transkriptionsfaktors NFAT5 auf die hyperosmolare C9 Induktion 
 
Die Aktivität des Transkriptionsfaktors NFAT5 ist wichtig für das Überleben der Zellen unter 
hyperosmotischen Bedingungen (Woo et al., 2002; Ho, 2003). Hollborn et al. (2015) konnten 
erstmals einen Zusammenhang zwischen der NFAT5 Induktion und der Hyperosmolarität in 
den RPE-Zellen nachweisen. In unseren Experimenten verringerte sowohl der pharma-
kologische Inhibitor von NFAT5, Rottlerin, (Abb. 21A) als auch die eingesetzte siRNA (Abb. 
21D) die NaCl-induzierte Expression der C9 mRNA signifikant. Das lässt vermuten, dass 
NFAT5 eine entscheidende Rolle bei der Expression der mRNA des Komplementfaktors C9 
unter hyperosmotischen Verhältnissen spielt. NFAT5 könnte ein wichtiger Faktor in der 
osmotisch-regulierten Expression von Proteinen im RPE sein. Diese These wird gestützt durch 
Untersuchungen von Hollborn et al. (2015). Die Autoren zeigten, dass Hyperosmolarität die 
mRNA und Proteinexpression von NFAT5 bei humanen RPE-Zellen erhöht und die Bindung 
von NFAT5 an die DNA induziert. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um zu ermitteln, 
inwieweit intrazelluläre Signalwege an der hyperosmotischen Aktivierung von NFAT5 im RPE 
beteiligt sind. 
 
5.6. Aktivierung intrazellulärer Signalproteine durch Hyperosmolarität bzw. Hypoxie 
 
Die Phosphorylierung intrazellulärer Signalproteine führt zur Aktivierung von 
Signaltransduktionswegen. Mit diesen Experimenten sollte der Grad der Phosphorylierung 
bzw. Aktivierung der Proteine p38 MAPK, ERK1/2 und Akt unter hyperosmolarem Stress und 
Hypoxie analysiert werden. Die Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von NaCl 
bewirkte eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrades von p38 MAPK und ERK1/2 (Abb. 23) 
im Vergleich zu den Kontrollbedingungen (ohne NaCl).  
Im Gegensatz dazu konnte keine Beeinflussung der Aktivierung der beiden 
Signalproteine unter hypoxischen Verhältnissen nachgewiesen werden. Dies lässt vermuten 
und unterstützt die Annahme, dass die NaCl-induzierte Expression von C9 mRNA über die 
Aktivierung der Signalkaskaden von p38 MAPK bzw. MAPK vermittelt wird (siehe Abschnitt 
5.4) während diese Wege unter hypoxischen Verhältnissen keine Rolle spielen. Das bestätigt 
wiederum die Vermutung einer unterschiedlichen Beteiligung von Signalwegen an der 
Regulation der Expression der C9 mRNA unter hypoxischen und hyperosmolaren 
Bedingungen. Das Signalprotein Akt (PI3K/Akt Signalweg) blieb durch beide Bedingungen 
unbeeinflusst.  
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Weitere Untersuchungen wären notwendig, um die Signalkaskaden, die die Erhöhung 
der C9 Expression unter Hypoxie vermitteln, zu verstehen. Die als Kontrolle verwendete 
PDGF-Stimulation bestätigte ältere Ergebnisse, die eine verstärkte Phosphorylierung der 3 
Kinasen bewirkt (Abb. 23) (Hollborn et al., 2006).  
 
5.7. Wirkung von Hyperosmolarität auf das C9 Protein 
 
Unsere Resultate zeigten, dass hyperosmotischer Stress die Genexpression von C9 sehr stark 
steigert. Daneben sollte untersucht werden, ob der C9 Proteingehalt in den RPE-Zellen 
ebenfalls durch hyperosmotische Bedingungen beeinflusst wird. Die Ergebnisse zeigten einen 
leichten, jedoch signifikanten Anstieg der C9 Protein Menge in den kultivierten Zellen unter 
NaCl-Stimulation (Abb. 25A). Das bestätigt die mRNA Ergebnisse auch auf Proteinebene. 
Auffallend sind jedoch die großen mengenmäßigen Unterschiede zwischen mRNA- und 
Proteinexpression (mRNA ca. 120-fache Erhöhung; Protein ca. 1,2-fache Steigerung). Der 
Grund für den abweichenden Effekt der Hyperosmolarität auf die Expression der C9 mRNA 
und der Synthese des C9 Proteins ist unklar. Ähnliche Ergebnisse ergab eine Studie von Walker 
et al. (1998). Die Autoren fanden einen signifikanten Anstieg der C9 mRNA Expression durch 
die Wirkung inflammatorischer Faktoren bei Astrozyten. Jedoch konnten diese Ergebnisse auf 
Proteinebene (C9 Sekretion) nicht bestätigt werden.  
Weitere Untersuchungen wären daher notwendig, um zu ermitteln, ob die Translation 
von C9 zusätzliche Stimuli benötigt. Die relativ spezifische Aktivierung des C9 Genes unter 
bestimmten pathologischen Bedingungen und im Vergleich zu den Genen anderer 
Komplementfaktoren lässt vermuten, dass die C9 mRNA eine mögliche funktionelle Rolle bei 
der Regulation der Transkription und Translation unter pathologischen Bedingungen spielt. 
Hollborn et al. (2015) und Veltmann et al. (2016) zeigten, dass neben der Expression von VEGF 
auch die Genexpression von bFGF (basischer Fibroblastenwachstumsfaktor) und des heparin-
binding epidermal growth factor-like growth factor (HB-EGF) durch Hyperosmolarität 
verstärkt wird. Ob eine Reduktion der C9 mRNA Menge die hyperosmotische bzw. hypoxische 
Induktion der mRNA angiogener Faktoren verändert, könnten weiterführende Untersuchungen 
klären, z.B. durch eine Hemmung der C9 mRNA mittel siRNA. 
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5.8. Wirkung des Komplementfaktors C9 und der Hyperosmolarität auf die 
physiologischen Eigenschaften von RPE-Zellen 
 
Aufgrund der starken Beeinflussung der Genexpression von C9 durch hyperosmolaren Stress 
und Hypoxie wurde der Effekt von NaCl auf die physiologischen Eigenschaften der RPE-Zellen 
untersucht. Dabei war die Wirkung auf die Proliferation und Migration der RPE-Zellen 
interessant.  
 
5.8.1. Wirkung auf die Zellproliferation 
 
In den durchgeführten Versuchen zur Wirkung von Hyperosmolarität (NaCl) und Hypoxie 
(CoCl2) auf die Proliferationsrate der RPE-Zellen wurde eine signifikante Beeinflussung dieser 
unter beiden pathologischen Bedingungen ermittelt. Die Proliferationsrate der RPE-Zellen 
verringerte sich dosisabhängig unter hyperosmotischem Stress für 24 h (Abb. 26). Bereits 
geringe NaCl-Konzentrationen von 10 mM führten zu einer signifikanten Verminderung des 
Wachstums der Zellen (Abb. 26). Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Arsenijevic et al. 
(2013) überein. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass ein hoher extrazellulärer NaCl-
Gehalt zum Zellarrest der RPE-Zellen führt.  
Eine Verringerung der Proliferationsrate der kultivierten RPE-Zellen wurde auch unter 
Hypoxie nachgewiesen (Abb. 26). Die deutet auf eine signifikante Hemmung des 
Zellwachstums hin. 
Die in diesen Versuchen als Kontrolle verwendete PDGF-Stimulation bestätigt den 
bereits bekannten proliferationsstimulierenden Effekt (Abb. 26) des Wachstumsfaktors auf die 
RPE-Zellen (Hollborn et al., 2006). 
 
5.8.2. Wirkung auf die Zellmigration 
 
Die Zellmigration ist als aktive Bewegung im Sinne einer Ortsveränderung der Zellen bekannt. 
Mit den Experimenten wurde der Einfluss von Hyper-, Hypoosmolarität und Hypoxie auf die 
motogenen Eigenschaften von RPE-Zellen untersucht. Nach 6 h NaCl-Stimulation sank die 
Migrationsrate der Zellen konzentrationsabhängig (Abb. 27). Signifikante Ergebnisse im 
Vergleich zur Kontrolle konnten erst mit hohen NaCl-Konzentrationen > 50 mM erzielt werden 
(Abb. 27). Andererseits hatten sowohl hypoosmolare als auch hypoxische Bedingungen keinen 
signifikanten Einfluss auf die RPE-Zellmigration. Die Ursachen dafür sind nicht bekannt. Die 
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Daten zeigen, dass Hyperosmolarität die zellulären Eigenschaften der RPE-Zellen verändert 
und somit mit der Pathogenese neovaskulärer Retinopathien verbunden sein kann. PDGF als 
motogener Faktor für RPE-Zellen wurde als positive Kontrolle der Untersuchungsmethode 
eingesetzt. 
 
5.8.3. Wirkung auf die Zellvitalität  
 
NaCl und auch CoCl2 hatten hemmende Effekte auf die Proliferationsrate der RPE-Zellen. Um 
auszuschließen, dass diese Effekte auf toxische Wirkungen von NaCl und CoCl2 
zurückzuführen sind, wurde deren Wirkung auf die Vitalität der Zellen ermittelt. Anhand der 
verminderten Anzahl lebender Zellen unter hyperosmolarem Stress konnte ein geringer 
toxischer Effekt auf die Zellvitalität gezeigt werden. Die konzentrations- und zeitabhängige 
Verkleinerung der lebenden Zellen zeigte sich erst bei hohen Konzentrationen an NaCl (> 50 
mM - Abb. 28). Festzustellen ist aber, dass der Anteil toter Zellen nach 6 und 24 h Inkubation 
der Zellen in hyperosmolarem Medium geringer ist als die prozentuale Reduktion der 
Proliferations- bzw. Migrationsraten. 10 mM NaCl im Medium verringert die Proliferation um 
ca. 10 % ohne einen Effekt auf die Vitalität der Zellen. 50 mM NaCl im Medium reduziert die 
Vitalität um ca. 10 % während die Proliferationsrate um ca. 45 % gehemmt wird und 100 mM 
NaCl im Medium verringert den Anteil lebender Zellen in der Kultur um ca. 15 % während die 
Proliferationsrate um ca. 80 % gesenkt wurde. Damit ist davon auszugehen, dass NaCl die 
Proliferation und Migration der RPE-Zellen hemmt. In unseren Versuchen konnte kein Effekt 
von CoCl2 auf die RPE-Zellen bezüglich ihrer Vitalität nachgewiesen werden (Abb. 28). 
 
5.9. Bedeutung für das Verständnis der Pathogenese der AMD 
 
Hypertonie ist ein Risikofaktor der neovaskulären AMD (Hyman et al., 2000; Fraser-Bell et al., 
2008; Klein et al., 2010). Eine Ursache für die Hypertonie könnte eine hohe Kochsalzaufnahme 
mit der Nahrung sein. (Lifton et al., 2001) Diese äußert sich als hyperosmolarer Stress auf die 
RPE-Zellen. In der vorliegenden Arbeit spiegeln sich Hinweise auf den direkten Einfluss von 
hoher Kochsalzaufnahme auf die Pathogenese der exsudativen AMD wieder. Diese Resultate 
könnten für salzsensitive Individuen von Bedeutung sein. 
Als Ergebnis konnte gezeigt werden, dass viel Kochsalz die Gentranskription von C9 
bei kultivierten humanen RPE-Zellen erhöht. Verursacht wird der Effekt über zwei 
Mechanismen: über die Erhöhung der extrazellulären Osmolarität und über die Veränderung 
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des transmembranen NaCl-Gradienten. Die Wirkung von NaCl über die Veränderung des 
NaCl-Gradienten scheint daraufhin zu deuten, dass eine hohe Kochsalzaufnahme die 
Pathogenese der AMD nicht nur über die Erhöhung des Blutdruckes sondern auch über direkte 
stimulierende Wirkungen auf die RPE-Zellen beeinflusst. 
Damit könnte zum Teil erklärt werden, weshalb systemische Hypertonie das AMD 
Risiko erhöht aber eine antihypertensive Medikation keinen Einfluss auf das AMD-Risiko hat 
(Van Leeuwen et al., 2004). 
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass extrazelluläre Hyperosmolarität und Hypoxie 
die C9 mRNA Expression über die Aktivierung verschiedener Signalwege vermitteln. Damit 
scheint eine übermäßige Kochsalzaufnahme die physiologischen Eigenschaften der RPE-Zellen 
auch unter normoxischen Verhältnissen zu verändern.  
Allerdings bleibt unklar, ob eine Verringerung der Kochsalzaufnahme oder eine 
verstärkte Wasserzufuhr einen gewünschten protektiven Effekt auslösen würde. 
.
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
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Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist in den Industrieländern die häufigste 
Ursache für eine Verschlechterung des Sehvermögens bei älteren Menschen (> 55 Jahre). Die 
Mehrheit der Patienten erkrankt an der trockenen Form der AMD. Die Frühform der AMD ist 
durch Ablagerungen von Lipofuszin im retinalen Pigmentepithel (RPE) und lipoproteinhaltiger 
Drusen unterhalb des RPE gekennzeichnet; diese Ablagerungen behindern den Transport von 
Sauerstoff, Glukose und Stoffwechselprodukten zwischen Choroidea und Photorezeptoren. Die 
Spätform der trockenen AMD ist durch eine geographische Atrophie des RPE gekennzeichnet; 
diese Atrophie führt zu einer Degeneration der Photorezeptoren. Ca. 10% der Patienten leiden 
an der feuchten Form der AMD. Bei dieser Form führt die Hypoxie der äußeren Netzhaut zu 
einer Freisetzung angiogener Faktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor); diese 
angiogenen Faktoren induzieren die Öffnung der Blut-Netzhaut-Schranke und das Wachstum 
choroidaler Blutgefäße durch die Bruchsche Membran und das RPE in Richtung Netzhaut. 
Diese choroidale Neovaskularisation stellt einen Versuch zur Reperfusion der Netzhaut dar, 
führt aber über die Ausbildung subretinaler Ödeme und von RPE-Abhebungen zu einer 
Degeneration der Photorezeptoren. Die AMD ist mit einer chronischen lokalen und 
systemischen Entzündung assoziiert, bei der die Aktivierung des alternativen Komplement-
systems eine Rolle spielt. Für die trockene Form der AMD gibt es bis heute keine Therapie. 
Die Behandlung der feuchten Form der AMD erfolgt vor allem durch eine intravitreale 
Injektion von Mitteln, die die Wirkung von VEGF blockieren; daneben stehen die 
photodynamische Therapie und die intravitreale Injektion von Steroiden als Therapien zur 
Verfügung.  
AMD ist eine multifaktorielle Erkrankung. Neben dem Alter und genetischen Faktoren 
können Faktoren des Lebensstils wie das Ausmaß der Sonneneinstrahlung, Rauchen und die 
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Art der Nahrung (Fettgehalt und Gehalt an Antioxidantien) das Risiko der AMD beeinflussen. 
Ein Risikofaktor der AMD ist die systemische Hypertonie. Bei salzsensitiven Individuen führt 
(über eine Erhöhung der extrazellulären Osmolarität) die Aufnahme von Kochsalz zu einer 
Erhöhung des Blutdruckes. Der Anteil der Menschen, die eine Salzsensitivität des Blutdruckes 
aufweisen, erhöht sich mit dem Alter.  
Humane RPE-Zellen exprimieren Komplementfaktoren. Eine lokale Aktivierung des 
Komplementsystems kann zur Degeneration des RPE bei trockener AMD beitragen. Es ist aber 
bis jetzt nicht bekannt, ob die Expression von Komplementfaktoren in RPE-Zellen durch 
Änderungen der extrazellulären Osmolarität oder der extrazellulären Salzkonzentration sowie 
durch Hypoxie beeinflusst wird. Daher stellten wir uns das Ziel zu klären, ob die Expression 
verschiedener Komplementfaktoren in RPE-Zellen durch extrazelluläre Hyperosmolarität und 
chemischer Hypoxie verändert wird. Die Versuche wurden an kultivierten humanen RPE-
Zellen durchgeführt. Extrazelluläre Hyperosmolarität wurde durch Zugabe von Kochsalz 
(NaCl) oder Sucrose zum Kulturmedium induziert. Chemische Hypoxie wurde durch Zugabe 
von CoCl2 (150 µM) induziert. Die Genexpression wurde durch real-time RT-PCR-Analyse 
ermittelt, während die Proteinexpression durch Western-Blot-Analyse untersucht wurde.  
Wir fanden, dass extrazelluläre Hyperosmolarität vor allem die Genexpression des 
Komplementfaktors C9 erhöht. Daher wollten wir in weiteren Versuchen klären, welche 
intrazellulären Signaltransduktionswege die durch extrazelluläre Hyperosmolarität und 
chemische Hypoxie induzierte Genexpression von C9 vermitteln. Weiterhin wollten wir prüfen, 
ob der Komplementfaktor C9 die Proliferation und Migration von kultivierten RPE-Zellen 
beeinflusst.  
 
Regulation der Genexpression von Komplementfaktoren in RPE- Zellen 
In der aus kultivierten humanen RPE-Zellen extrahierten RNA konnten Gentranskripte der 
Komplementfaktoren C3, C5, C9, CFH und CFB nachgewiesen werden. Eine durch Zugabe 
von 100 mM NaCl induzierte extrazelluläre Hyperosmolarität bewirkte eine Erhöhung der 
mRNA-Expression von C3, C9 und CFH, wobei ein sehr starker Effekt auf die C9 mRNA-
Expression beobachtet wurde. Eine Zugabe von NaCl zum Kulturmedium bewirkte eine 
dosisabhängige Erhöhung der C9-Genexpression, wobei ein signifikanter Effekt bereits bei 
Zugabe von 10 mM NaCl beobachtet wurde. Auch eine Zugabe von 100 mM Sucrose zum 
Kulturmedium bewirkte eine Erhöhung der C9-Genexpression; die durch Zugabe von NaCl und 
Sucrose induzierte C9-Genexpression zeigte unterschiedliche Zeitabhängigkeiten. Diese 
Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dass eine Erhöhung der extrazellulären Salz-
  ZUSAMMENFASSUNG 
 65 
konzentration über zwei Mechanismen die Genexpression von C9 induziert: über eine 
Erhöhung der extrazellulären Osmolarität und über eine Veränderung des NaCl-Gradienten 
über der Plasmamembran. In weiteren Untersuchungen wurde gefunden, dass eine Erhöhung 
der extrazellulären Osmolarität die Transkription des C9-Gens stimuliert, aber keine Wirkung 
auf die Stabilität der C9-mRNA hat.  
 Die Expression der C9-mRNA wurde ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen erhöht. 
Die durch Zugabe von NaCl und von CoCl2 induzierte C9-Genexpression zeigte 
unterschiedliche Zeitabhängigkeiten. Die gleichzeitige Zugabe von NaCl und CoCl2 zum 
Kulturmedium bewirkte eine additive Erhöhung der C9-Genexpression. Diese Ergebnisse 
zeigen, dass die Wirkungen von NaCl und CoCl2 auf die Expression des C9-Gens über 
verschiedene intrazelluläre Signaltransduktionswege vermittelt wird.  
 Wir untersuchten ebenfalls, ob verschiedene lösliche Faktoren, die bei der Pathogenese 
der AMD eine Rolle spielen, die Expression des C9-Gens verändern. Wir fanden, dass VEGF, 
PDGF (Plättchen-Wachstumsfaktor), der Gerinnungsfaktor Thrombin, fötales Kälberserum 
und die Entzündungsmediatoren Prostaglandin E2 und Arachidonsäure die Expression des C9-
Gens verringern. Eine Erhöhung der extrazellulären Glukosekonzentration sowie Zugabe von 
Interleukin-1ß, TGF-β1 (transformierender Wachstumsfaktor-β1), TNFα (Tumor-
nekrosefaktor-α), des Koagulationsfaktors FXa sowie der Matrixmetalloproteinase-2 hatte 
keine Wirkung auf die Expression des C9-Gens. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expression 
des C9-Gens in RPE-Zellen vor allem durch extrazelluläre Hyperosmolarität und durch 
Hypoxie erhöht wird. 
 
Intrazelluläre Signalwege, die die Expression des C9-Gens vermitteln  
Die durch Zugabe von NaCl zum Kulturmedium induzierte Expression des C9-Gens wurde 
durch pharmakologische Inhibitoren folgender Signaltransduktionsmoleküle signifikant 
verringert: p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase (p38 MAPK), extrazelluläre Signal-regulierte 
Kinasen 1 und 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und Phosphatidylinositol-3 Kinase 
(PI3K). Die durch chemische Hypoxie induzierte Expression des C9-Gens wurde durch 
Inhibition dieser Signaltransduktionsmoleküle nicht verändert. Die Ergebnisse bestätigen die 
Annahme, dass die durch extrazelluläre Hyperosmolarität und durch Hypoxie induzierte 
Expression des C9-Gens durch verschiedene intrazelluläre Signaltransduktionswege vermittelt 
wird.  
 In Western-Blot-Analysen fanden wir, dass extrazelluläre Hyperosmolarität den 
Phosphorylierungsgrad von p38 MAPK- und ERK1/2-Proteinen erhöht, während chemische 
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Hypoxie den Phosphorylierungsgrad dieser Proteine nicht verändert. Der 
Phosphorylierungsgrad des Akt-Proteins blieb unter beiden Versuchsbedingungen unverändert. 
Die Ergebnisse zeigen, dass extrazelluläre Hyperosmolarität und Hypoxie unterschiedliche 
Signaltransduktionsmoleküle in RPE-Zellen aktivieren.  
 
Transkriptionsfaktoren, die die Expression des C9-Gens vermitteln 
Um zu untersuchen, welche Transkriptionsfaktoren die Expression des C9-Gens vermitteln, 
wurden die Zellen in Anwesenheit von pharmakologischen Inhibitoren kultiviert. Hemmer der 
Aktivität des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF)-1α und des nukleären Faktors (NF)-κB 
besaßen keine Wirkung auf die hyperosmolare und hypoxische Expression des C9-Gens. Ein 
Inhibitor des Transkriptionsfaktors STAT-3 (Signal Transducers and Activators of 
Transcription-3) verringerte signifikant die hyperosmolare und hypoxische Expression des C9-
Gens.  
In verschiedenen Zelltypen erhöht die Aktivität des Transkriptionsfaktors NFAT5 
(Nuclear Factor of Activated T-cells 5) das Überleben der Zellen unter hyperosmolaren 
Bedingungen. Es ist bekannt, dass RPE-Zellen NFAT5 exprimieren. Wir inhibierten die 
Aktivität von NFAT5 durch Zugabe eines pharmakologischen Inhibitors (Rottlerin) sowie einer 
gegen die NFAT5 mRNA gerichteten siRNA. Beide Ansätze verringerten signifikant die 
hyperosmolare Expression des C9-Gens in RPE-Zellen. Die Ergebnisse zeigen, dass die 
hyperosmolare Expression des C9-Gens durch die Transkriptionsfaktoren STAT-3 und NFAT5 
vermittelt wird.  
 
Wirkung von Hyperosmolarität auf die C9-Proteinexpression 
Um zu untersuchen, ob extrazelluläre Hyperosmolarität neben der Expression des C9-Gens 
auch die Expression des C9-Proteins erhöht, wurde eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. 
Im Gegensatz zu der starken hyperosmolaren Erhöhung der Expression des C9-Gens wurde die 
Expression des C9-Proteins durch extrazelluläre Hyperosmolarität nur leicht (um ca. 20%) 
erhöht.  
 
Wirkung von Hyperosmolarität auf Proliferation und Migration von RPE-Zellen 
Wir fanden, dass eine Zugabe von NaCl zum Kulturmedium dosisabhängig die Proliferation 
von RPE-Zellen inhibiert. Die Proliferation der Zellen wurde auch unter hypoxischen 
Bedingungen verringert. Zugabe von NaCl zum Kulturmedium bewirkte auch eine 
dosisabhängige Inhibition der Migration der RPE-Zellen, während chemische Hypoxie keine 
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Wirkung auf die Migration der Zellen hatte. Die Vitalität der RPE-Zellen verringerte sich in 
Abhängigkeit der NaCl-Dosis nur geringfügig, während chemische Hypoxie keine Wirkung auf 
die Vitalität der Zellen hatte. Die Ergebnisse zeigen, dass eine Erhöhung der extrazellulären 
Osmolarität die Proliferation und Migration der RPE-Zellen inhibiert.  
 
Schlussfolgerungen 
Unsere Untersuchungen zeigen, dass eine Erhöhung der extrazellulären Osmolarität, wie sie 
bei salzsensitiven Individuen nach Aufnahme von Kochsalz beobachtet wird, eine starke 
Erhöhung der Genexpression des Komplementfaktors C9 in RPE-Zellen bewirkt. Diese 
Wirkung wird durch verschiedene intrazelluläre Signaltransduktionsmoleküle (p38 MAPK, 
ERK1/2, JNK, PI3K) und Transkriptionsfaktoren (STAT-3 und NFAT5) vermittelt. Im 
Gegensatz zur starken Wirkung auf die C9-Genexpression bewirkte extrazelluläre 
Hyperosmolarität nur eine leichte Steigerung der C9-Proteinexpression. Der Grund, warum 
extrazelluläre Hyperosmolarität die Gen- und Proteinexpression von C9 unterschiedlich stark 
reguliert, ist unklar. Eine Möglichkeit wäre, dass die C9-mRNA eine Funktion in der 
Regulation der Transkription und Translation unter hyperosmolaren Bedingungen besitzt.  
 Die Wirkung der extrazellulären Hyperosmolarität auf die Expression des C9-Gens in 
RPE-Zellen wird über andere intrazelluläre Mechanismen vermittelt als die Wirkung von 
Hypoxie. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine übermäßige Aufnahme von Kochsalz 
auch unter normoxischen Bedingungen die Physiologie von RPE-Zellen verändert. Die 
Wirkung einer erhöhten extrazellulären NaCl-Konzentration auf die Expression des C9-Gens 
wird über zwei Mechanismen vermittelt: über eine Erhöhung der extrazellulären Osmolarität 
und über eine Veränderung des NaCl-Gradienten über der Plasmamembran. Die Osmolaritäts-
unabhängige Wirkung von NaCl macht es wahrscheinlich, dass eine übermäßige Aufnahme 
von Kochsalz nicht nur über die Erhöhung des Blutdruckes die Pathogenese der AMD 
stimuliert, sondern dass Kochsalz auch eine direkte stimulierende Wirkung auf RPE-Zellen 
besitzt. Diese Annahme könnte Daten von klinischen Studien erklären, die zeigen, dass zwar 
Bluthochdruck ein Risikofaktor der AMD darstellt, aber eine medikamentöse Behandlung des 
Bluthochdruckes das Risiko der AMD nicht verändert. Es muss aber in zukünftigen klinischen 
Studien nachgewiesen werden, ob die Aufnahme von Kochsalz ein unabhängiger Risikofaktor 
der AMD darstellt.  
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